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1. EINLEITUNG 
1. EINLEITUNG 
 
1.1 Stickstoffmonoxid (NO•)  
 
Der Familie der Stickstoffoxide gehören alle gasförmigen Oxide des Stickstoffs an. 
Das best bekannteste ist Distickstoffmonoxid (N2O); besser bekannt als Lachgas, 
das als Inhalationsanästhetikum Anwendung findet. Ein weiterer Vertreter der 
Stickstoffoxide ist das Stickstoffdioxid (•NO2), welches eine braune Färbung annimmt 
sobald es Metallen zugesetzt wird. Dieses Phänomen kann in großen Städten an 
heißen sonnigen Tagen beobachtet werden und wird allgemeinhin als Smog 
bezeichnet. Stickstoffmonoxid (NO•) ist ein weiteres Mitglied der Stickstoffoxide. Es 
ist ein farbloses, freies Radikal1, das mit anderen freien Radikalen, und molekularem  
Sauerstoff (O2), reagieren kann. NO• gilt als atmosphärischer Schadstoff, der den 
Auspuffgasen der Automobile, motorisierten Zweiräder und der Industrie entstammt. 
In der Troposphäre wird es durch Blitzeinwirkung gebildet (Levine et al., 1994). Es 
wird außerdem als Toxin eingestuft, da es z.B. die Abhängigkeit von Zigaretten bzw. 
Nikotin begünstigt. Raucher sind hohen Konzentrationen an NO• durch die Inhalation 
des Zigarettenrauchs und durch die endogene Freisetzung von NO• nach 
Nikotinaufnahme im Gehirn ausgesetzt. Daraus resultiert eine reduzierte basale NO•-
Synthese in den Atemwegen und Blutgefäßen. Das NO• des Zigarettenrauchs 
wiederum dilatiert die Atemwegs-Gefäße wodurch das Nikotin leichter in die Lunge 
gelangt und der Körper noch mehr Nikotin aufnimmt. (Vleeming et al., 2002). Im 
Erdboden wird NO• durch nitrifizierende Bakterien gebildet und durch 
denitrifizierende Bakterien zu N2O abgebaut (Conrad, 1996). NO• wird also, 
zusammen mit anderen Stickstoffoxiden, konstant aus dem Boden in die Luft 
entlassen. Neben Bakterien sind auch Pflanzen zur Synthese von NO• befähigt. Hier 
zeigt NO• protektive Eigenschaften in der Inhibition der Kohlenwasserstoffgas-
Produktion, wodurch die Alterung der Pflanzen verzögert wird (Leshem und 
Pinchoasov, 2000). Zudem kann eine Phytochrom-kontrollierte Keimung von 
Paulownia tomentosa (chinesischer Blauglockenbaum) in Abhängigkeit von NO• 
beobachtet werden (Giba, 1998). Diese Ergebnisse führten zu der Erkenntnis, dass 
NO• ein endogener Regulator für die Reifung und Alterung höherer Pflanzen darstellt.  
Als Signalmolekül spielt es darüber hinaus eine wesentliche Rolle bei der 
                                                 
1 Als freies Radikal bezeichnet man Spezies, die ein oder mehrere ungepaarte Elektronen besitzen. 
Diese ungepaarten Elektronen ermöglichen eine chemische Reaktion. 
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Pflanzenentwicklung und bei physiologischen Prozessen, darunter Xylogenese, 
Apoptose, Abwehr oder Blühen (Lamattina et al., 2003; Neill et al., 2003; Delledonne, 
2005; Lamotte et al., 2005). Hohe Konzentrationen von NO• und dessen Oxiden 
(NO2) wirken jedoch phytotoxisch, verringern das Wachstum und führen zu Wurzel- 
und Blattfehlbildungen (Hufton et al., 1996).  
Die biologische Wirksamkeit von NO• ist im gesamten Tierreich verbreitet und 
repräsentiert dadurch die hoch konservierte Verbreitung dieses Signalsystems. Bei 
den  marinen Invertebrata beeinflusst NO• die Nahrungsaufnahme, die Reaktion auf 
umweltbedingten Stress, die Metamorphose, das Schwimmen bis hin zur Regulation 
des Blutdrucks. So steigern die Porifera Axinella polypoides (Achsenschwamm) und 
Petrosia ficiformis (Feigenschwamm) ihre NO•-Produktion sobald sie einem 
Hitzestress ausgesetzt sind (Giovine et al., 2001). Bei den Cnidaria Aiptasia 
diaphana (Glasrose Trompetenanemone) ist NO• an der Abstoßung der 
Nematocysten beteiligt (Salleo et al. 1996) und bei Aglantha digitale reguliert NO• 
den Schwimmprozess (Moroz et al., 2004). Bei den Mollusca Mytilus edulis 
(Miesmuschel) ist NO• in die Abwehr involviert (Stefano und Ottaviani, 2002) und 
wirkt darüber hinaus als Signalmolekül im Nervensystem (Moroz, 2000). Bei dem 
Cephalopoda Octopus vulgaris (Gemeiner Krake) wird NO• mit dem visuellen und 
taktilen Lernen verbunden (Robertson et al., 1996) und bei Sepia induziert endogen 
gebildetes NO• die Sekretion von Bestandteilen der zur Abwehr verwendeten Tinte 
(Fiore et al., 2004). Bei den biphasisch lebenden Gastropoda Ilyanassa obsoleta 
unterdrückt NO• die Metamorphose (Froggett und Leise, 1999). Bei den Insecta 
fungiert NO• als diffusionsfähiges neuronales Signalmolekül (Müller, 1996). 
Verhaltensstudien schließen auch auf einen Zusammenhang von NO• und der 
Anpassung an chemosensorische Stimuli und assoziative Erinnerung (Bicker, 2001). 
Die biologische Funktion von NO• in Mammalia wurde in den 1980er Jahren von 
Furchgott und Zawadzki (1980), Ignarro und Kollegen (1987a, b) sowie Palmer und 
Kollegen (1987) aufgedeckt. Dieses als „Endothelium-derived-relaxing-factor“ 
proklamierte Molekül zeigte eine Vielzahl von Wirkungsmechanismen auf. So 
aktiviert NO• die lösliche Guanylatzyklase (sGC), die die Umsetzung von 
Guanosintriphosphat (GTP) zu zyklischem Guanosinmonophosphat (cGMP) 
katalysiert. Das NO•-induzierte cGMP-Signal wird durch die Aktivierung 
verschiedener Effektormoleküle verstärkt. Hierzu gehören die cGMP-abhängige 
Proteinkinase, die cGMP-regulierte Phosphodiesterase und cGMP-kontrollierte 
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Ionenkänale. Die NO•/cGMP Signalkaskade spielt eine wichtige Rolle im 
kardiovaskulären und neuronalen System. Dort kontrolliert sie über die Aktivierung 
der Proteinkinase G (PKG) und nachfolgender Phosphorylierungen (Lincoln, et al., 
2001) die Relaxation der glatten Muskelzellen (Lincoln, 1989; Hofman et al., 2000), 
die Modulation synaptischer Transmission (Garthwaite et al., 1988; O`Dell et al., 
1991; Zhuo und Hawkins, 1995) und die Inhibierung der Plättchenaggregation 
(Mellion et al., 1981; Schwarz et al., 2001). Die NO•-bedingte Beeinflussung der 
Relaxation der glatten Gefäßmuskulatur wirkt sich beim Plexus myentericus auf den 
Tonus der Schließmuskulatur, die Entleerung des Speisebreis aus dem Magen und 
dessen peristaltischen Weitertransport aus (Guslandi, 1994; Martin, 2001). NO• spielt 
ebenfalls eine Rolle bei der Regulierung des Blutdrucks in physiologischen und 
pathophysiologischen Situationen (Benjamin und Vane, 1996). Im Immunsystem ist 
NO• an der Kontrolle von Infektionskrankheiten (Nathan und Shiloh, 2000) und 
Tumoren (Pervin et al., 2001), dem Autoimmunprozess (Nathan, 1997; Kolb und 
Kolb-Bachhofen, 1998) und der Immunopathologie (Bogdan, 2000) beteiligt. 
Weiterhin ist bekannt, dass NO• gegen die durch reaktive Sauerstoffspezies (reactive 
oxygen species, ROS) verursachte Zellschädigung wirksam ist (Wink et al., 1993; 
2001; Mason et al., 2000). Im kardiovaskulären System inhibiert NO• die Funktion der 
Thrombozyten durch Limitierung der Plättchenaggregation und –adhäsion. Zudem 
disaggregiert NO• bereits aggregierte Plättchen (Stamler et al., 1987; Radomski et 
al., 1987). In inflammatorischen Prozessen wird aus dem Endothel NO• freigesetzt, 
das antiinflammatorisch wirkt und die Adhäsion von Leukozyten an Endothelzellen 
inhibiert. Eine verminderte NO•-Bioverfügbarkeit (aufgrund Superoxid-Anionen 
vermittelter Inaktivierung) oder NO•-Produktion ist ein Schlüsselfaktor in der 
Pathogenese verschiedenster kardiovaskulärer Erkrankungen, darunter Diabetes, 
der Koronaren Herzkrankheit (KHK), Sepsis oder Atherosklerose, und ein Mediator 
regionaler Zirkulationsstörungen (Ischämie/Reperfusion) (Loscalzo und Vita, 2000). 
Eine zytotoxische Wirkung entfaltet NO• durch die Bindung an Eisengruppen 
regulatorischer Enzyme und moduliert bzw. inhibiert deren Aktivität. Neben einer 
veränderten Transkription und Translation in Zellen, die hohen NO•-Konzentrationen 
ausgesetzt wurden, werden Desoxyribonukleoside, Desoxyribonukleotide und intakte 
DNA durch NO• desaminiert. Aus methyliertem Cytosin wird Thymin wodurch die 
komplementäre Basenpaarbildung aufgehoben wird. In der nachfolgenden 
Wiederherstellung der komplementären Basenpaarbildung bindet Adenin an Thymin, 
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so dass durch NO• eine GC zu AT Transition vermittelt wird. Diese hat einen DNA-
Strangbruch zur Folge (Wink et al., 1991; Kroncke et al., 1997). Im Fall einer 
Infektion kann die pathogene Wirkung von NO• zu einem septischen Schock führen 
(Schumacher et al., 2001).  
 
1.2 Synthese von NO• 
 
Die Synthese von NO• erfolgt zum einen nicht-enzymatisch durch die chemische 
Reduktion von anorganischem Nitrit (NO2-) oder enzymatisch durch die Umwandlung 
von L-Arginin zu L-Citrullin. Die nicht-enzymatische Generierung erfolgt unter sauren 
bzw. reduzierenden Bedingungen und konnte im Magen, auf der Hautoberfläche und 
im ischämischen Herzen nachgewiesen werden (Weitzberg und Lundberg, 1998). 
Die enzymatische NO•-Generierung erfolgt durch das Enzym Stickstoffmonoxid-
Synthase (Nitric Oxide Synthase; NOS). Das Enzym katalysiert, nach Bindung des 
Substrates L-Arginin (Palmer et al., 1988), einen Flavin-mediierten 
Elektronentransport vom Elektronendonor NADPH zur prosthetischen Häm-Gruppe. 
Für die NO•-Bildung werden eine Vielzahl weiterer Kofaktoren benötigt, darunter O2, 
Calmodulin (CaM) und Tetrahydrobiopterin (BH4). Letzteres ist in der Nähe der Häm-
Gruppe gebunden, um die Elektronen zu einer Guanidino-Stickstoffgruppe des L-
Arginin zu transferieren. In Reaktion mit O2 entsteht zunächst Nω-Hydroxy-L-Arginin 
und in einer zweiten Reaktion schließlich L-Citrullin und NO• (Stuehr et al., 1991; Cai 
und Harrison, 2000): 
 
  L-Arginin + 2 NADPH + O2           Nω-Hydroxy-L-Arginin           L-Citrullin + NO• + 2 NADP+ 
 
Bisher sind verschiedene NOS-Isoformen identifiziert worden. Zu den Calcium-
abhängigen konstitutiven Formen zählen die neuronale NOS (nNOS; NOS 1) mit der 
mitochondrialen NOS (mt-NOS) als dessen α-Isoform (Haynes et al., 2004) sowie die 
endotheliale NOS (eNOS; NOS 3) (Ghafourifar et al., 1997; Giulivi et al., 1998). Die 
induzierbare NOS (iNOS; NOS 2) ist hingegen eine Calcium-unabhängige Form 
(Ghafourifar et al., 1997; Giulivi et al., 1998), da CaM an dieser fest gebunden ist und 
somit keine Calciumerhöhung für die Aktivierung benötigt wird (Cho et al., 1992). 
Beim Menschen kodieren die unterschiedlichen Isoenzyme auf unterschiedlichen 
Genen. Die nNOS kodiert auf Chromosom 12 (Genort 12q24.2→24.31), die iNOS auf 
  4
1. EINLEITUNG 
Chromosom 17 (Genort 17p11→17q11) und die eNOS auf Chromosom 7 (Genort 
7q35→7q36) (Xu et al., 1993). Die Michaelis-Konstante (Km) für die einzelnen 
Isoformen werden mit 1,4 bis 2,2 µM für die nNOS  (Bredt et al., 1990), 2,8, 16 und 
32,3 µM für die iNOS (Yui et al., 1991) und 2,9 µM für die eNOS (Pollock et al., 1991) 
beschrieben. Die Isoformen wurden meist nach den Geweben benannt, in denen sie 
zuerst nachgewiesen wurden, doch werden sie auch in anderen Geweben exprimiert. 
Die nNOS wurde im Nervensystem, in den Skelettmuskeln und dem respiratorischen 
Epithel identifiziert (Asano et al., 1994; Nakane et al., 1993). Die eNOS kommt neben 
dem Epithel zusätzlich im Herzen, in der Skelettmuskulatur und in Neuronen vor 
(Snyder, 1994; Shaul, 2002). Zusätzlich konnte im Erythrozyten ein Protein detektiert 
werden, das in seiner Aktivität und regulatorischen Mechanismen, Ähnlichkeiten zur 
eNOS aufweist. Diese erythrozytäre Stickstoffmonoxid-Synthase (RBC-NOS) 
befindet sich an der inneren Plasmamembran und im Cytoplasma des Erythrozyten 
und inhibiert u.a. die Aktivierung der Thrombozyten (Kleinbongard et al., 2006b). Die 
Synthese der zuerst in Makrophagen gefundenen iNOS wird in den meisten Zellen 
durch inflammatorische Zytokine stimuliert. Alle Isoformen der NOS haben eine 
vergleichbare Aktivität von ca. 1μmol*min-1*mg-1 Protein. Häufig wird die NO•-
Produktion der einzelnen Isoformen als stark differierend angegeben. Die Ursache 
liegt weniger in der unterschiedlichen katalytischen Aktivität, sondern in der Höhe der 
Expression. Die Expression der iNOS in Makrophagen steigt z.B. während 
entzündlicher Prozesse von 0,005 auf 1% des Proteingehaltes der Zelle an (Nathan, 
1992). Allen NOS Formen ist gemein, dass sie aus zwei Monomeren bestehen, die 
jeweils aus einer Reduktase- und einer Oxygenase-Domäne zusammengesetzt sind 
(Abb. 1). Nur wenn diese beiden Monomere zu einem Dimer vereint sind, ist die NO•-
Produktion möglich (Jubelin und Gierman, 1996). 
  
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 1: Darstellung der Stickstoffmonoxid-Synthase. Die beiden Monomere sind zu einem 
Dimer zusammengesetzt. Die Synthese von NO• ist von der Anwesenheit des Substrates L-Arginin 
und den Kofaktoren abhängig. Zu den Kofaktoren zählen: Molekularer Sauerstoff (O2), 
Nicotinamidadenindinukleotidphosphat (NADPH), Flavin-Adenosin-Dinukleotid (FAD), Flavin-
Mononukleotid (FMN), Calmodulin (CaM) und Tetrahydrobiopterin (BH4). 
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Ein Mangel an L-Arginin oder BH4 führt zur Produktion von Superoxid-Anionen (O2•⎯) 
und Wasserstoffperoxid (H2O2), da die Elektronen auf den molekularen Sauerstoff 
umgelenkt werden. Diesen Prozess bezeichnet man als Entkopplung (Pou et al., 
1992; Heinzel et al., 1992; Vasquez-Vivar et al., 1998).  
Der Aktivierungs-/Inaktivierungsregelkreis der NOS wird im folgenden Abschnitt 
(Abschnitt 1.3) genauer erläutert. 
Immunologische Nachweise anhand NOS-spezifischer Antikörper bestätigen ein 
immunologisch reaktives Protein auch in Pflanzenextrakten (Barroso et al., 1999; 
Ribeiro et al., 1999). Dabei wird auch in Pflanzen zwischen einer nicht-
enzymatischen und einer enzymatischen NO•-Produktion unterschieden. Die nicht-
enzymatische NO•-Bildung ist auf eine chemische Reaktion von Stickstoffoxiden mit 
pflanzlichen Metaboliten zurückzuführen (Cooney et al., 1994). Weitere Quellen 
stellen der Zerfall von N2O oder die chemische Reduktion von NO2- unter azidischen 
Bedingungen dar (Nishimura et al., 1985; Klepper, 1991). Enzymatisch wird mittels 
der NADPH-abhängige Nitratreduktase (NR) über eine Ein-Elektronen Reduktion NO• 
aus NO2- gewonnen (Yamasaki und Sakihama, 2000; Klepper, 1991). Unter aeroben 
Bedingungen reduziert die NR molekularen Sauerstoff zu O2•⎯, welche dann mit NO• 
zu Peroxynitrit (ONOO-) reagieren. Diese NR-abhängige ONOO- Produktion ist 
möglicherweise für den oxidativen Schaden unter NO2- akkumulierenden 
Bedingungen verantwortlich (Yamasaki und Sakihama, 2000). Neben der NR als 
mögliche NO•-Quelle wird seit einiger Zeit eine NOS-ähnliche Aktivität in Pflanzen 
diskutiert. In Pflanzen wie Lupinus albus  (weiße Lupine) (Cueto et al, 1986), Pisum 
sativum (Erbse) (Leshem und Haramaty, 1996; Barroso et al., 1999), Zea mays 
(Mais) (Ribeiro et al., 1999) oder Glycine max (Sojabohne) (Delledonne et al., 1998) 
konnte entweder eine NOS-gleiche, Calcium-abhängige Konversion von L-Arginin zu 
L-Citrullin bzw. eine durch NOS-Inhibitoren veränderte NO•-Produktion beobachtet 
werden. Basierend auf Studien an tierischen Zellen ist diese schnelle NO•-Bildung 
vielmehr der Aktivität einer konstitutiven NOS als einer induzierbaren NOS 
zuzuschreiben. Eine NOS Aktivität konnte auch in Schleimpilzen (Ninnemann und 
Maier, 1996) und bei Invertebrata nachgewiesen werden. Bei den Mollusca 
Polyplacophora, Gastropoda und Cephalopoda findet sich NOS im zentralen 
Nervensystem (Moroz und Gillette, 1995). Neben Mollusca konnte eine NOS auch 
bei Porifera und Cnidaria nachgewiesen werden (Giovine et al., 2001). Die NOS 
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Aktivität ist auch bei den marinen Invertebrata abhängig von der Anwesenheit der 
Kofaktoren BH4, CaM, FMN, FAD und NADPH (Palumbo et al., 2005).  
 
1.3 Bildung von NO• im Erythrozyten; Ein Vergleich zu endothelial 
gebildetem NO•2 
 
Etliche Studien unterstützen das Modell, dass der physiologische Sauerstoffgradient 
zwischen Arterien und Venen durch das Hämoglobin zugunsten einer verbesserten 
Sauerstoffzufuhr der arteriellen Peripherie verschoben wird (Jia et al., 1996; Stamler 
et al., 1997). Doch wohingegen O2 als auch NO• in den Erythrozyten diffundieren, 
kann nur O2 wieder heraus diffundieren (McMahon et al., 2000). Für die Dilatation 
der Blutgefäße durch den Erythrozyten muss daher ein Mechanismus existieren, in 
dem zum einen die NO•-Bioaktivität im Blut konserviert wird (Huang et al., 2001) und 
über den zusätzlich der Export einer NO•-vermittelten Vasoaktivität möglich ist 
(Pawloski et al., 2001). Derzeit werden in der Literatur zwei Theorien über die 
Herkunft des intraerythrozytären NO• vertreten. Beide kongruieren hinsichtlich der 
Tatsache, dass Hämoglobin die NO•-Bioverfügbarkeit reguliert. Doch der 
Regulationsmechanismus wird kontrovers diskutiert (Özüyaman et al., 2008). Der 
„NO• Bioaktivität Export Mechanismus“ basiert auf der Erkenntnis, dass NO• im 
Endothel der Leitungs- und Widerstandsgefäße produziert und von den Erythrozyten 
aufgenommen wird. Im Erythrozyten wird das NO• durch Oxyhämoglobin über eine 
stöchiometrische Konversion zu Methämoglobin und Nitrat inaktiviert (Wennmalm et 
al., 1992). Dabei bindet NO• im Erythrozyten an freie Hämgruppen des Hämoglobins 
wobei Häm-Nitrosyl-Hämoglobin entsteht (Gow et al., 1999). Das NO• verliert 
dadurch ein Elektron und migriert zum Cystein 93-Rest der β-Globinkette wobei S-
nitroso-Hämoglobin (Hb-SNO) entsteht (Pawloski et al., 2001). Die Interaktion mit 
dem Anionen-Austauscher AE 1 (Band 3 Tyrosinkinase) begünstigt die 
deoxygenierte Struktur des Hb-SNO, was wiederum den Transfer der NO-Gruppen 
zur Membran mediiert. Die Deoxygenierung dieses Membranabschnitts führt zu einer 
Gefäßerweiterung (Pawloski et al., 2001).  Daraus wurde die Hypothese abgeleitet, 
dass NO• über den Anionen Austauscher AE 1 (Band 3 Tyrosinkinase) aus dem 
Erythrozyten exportiert werden kann (Huang et al., 2001). Nachfolgende Studien 
                                                 
2 Eine ausführliche Darstellung der regulatorischen Mechanismen und therapeutischen Aspekte der 
erythrozytären NOS wurde bereits veröffentlicht. Die entsprechenden Literaturangabe lautet: 
- Özüyaman, B., Grau, M., et al. 2008. Trends Mol. Med. 14, 314-322. 
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konnten belegen, dass eine Interaktion von NO• mit Hämoglobin die Aufnahme und 
Abgabe von O2 reguliert. NO• stellt daher eine bedeutsame Komponente der 
menschlichen Atmungskette dar, ein drittes Gas, das die O2 Abgabe reguliert 
(McMahon et al., 2002). Parallel zu diesem „NO• Bioaktivität Export Mechanismus“ 
wurde von Herold und Rehmann sowie Gibson und Roughton publiziert, dass NO• in 
einem beinahe diffusionslimitierenden Maße mit Oxyhämoglobin und 
Deoxyhämoglobin zu Methämoglobin und Nitrat (Herold und Rehmann, 2001), 
respektive zu Eisen-Nitrosylhämoglobin reagiert (Gibson und Roughton, 1957). Der 
Betrag des abgefangenen NO• reduziert sich jedoch um das 1000-fache aufgrund der 
Tatsache, dass Hämoglobin innerhalb der erythrozytären Membran sequestriert ist 
(Liu et al., 1998). Die Rate des NO•-Verbrauchs durch zellfreies und 
intraerythrozytäres Hämoglobin suggeriert, dass in glatten Muskelzellen das 
endothelial gebildete NO• erst dann die notwendige Konzentration zur Aktivierung der 
Guanylatzyklase erreicht, wenn Hämoglobin physisch innerhalb der Erythrozyten  
kompartimentiert ist (Liu et al., 1998; Vaughn et al., 1998). Dieser Mechanismus 
basiert auf der Annahme, dass sich Diffusionsbarrieren zwischen dem NO•-
produzierenden Endothel und dem erythrozytären Hämoglobin befinden. Diese 
Barrieren beinhalten (i) eine unverwirbelte Begrenzung um den Erythrozyten (Liu et 
al., 1998; Vaughn et al., 1998), (ii) eine erythrozytenfreie Schicht an der Gefäßwand 
(Vaughn et al., 1998; Liao et al., 1999) und (iii) eine intraerythrozytäre Barriere für die 
NO• Konsumierung (Vaughn et al., 2000). Rogers und Kollegen publizierten 2005 
einen alternativen NO•-Stoffwechselweg in Erythrozyten. Demnach gelangt 
extrazelluläres Nitrit in den Erythrozyten und wird mit Hilfe des reduktiven Potentials 
des Deoxyhämoglobin zu NO• reduziert (Rogers et al., 2005). Das durch die 
Reduktion des Nitrits durch Hämoglobin gebildete NO• wird zum Großteil in einer 
Zwischenform gespeichert. Hierbei wird NO• an Methämoglobin gebunden und 
befindet sich somit mit dem an das Hämoglobin gebundenen Nitrosonium Kation im 
Gleichgewicht. Das Methämoglobin gebundene NO• kann aufgrund der schwachen 
Bindung schnell vom Häm gelöst werden und damit einen großen Einfluss auf die 
Regulation des Blutflusses durch die Mikrozirkulation, besonders unter hypoxischen 
Bedingungen, ausüben (Nagababu et al., 2003). Von den beiden beschriebenen 
Reaktionswegen berücksichtigt keiner eine RBC-NOS-abhängige NO•-Produktion. 
Dieses Konzept hat jedoch in den letzten Jahren in Bezug auf den NO•-Metabolismus 
und NO•-Transport an Bedeutung gewonnen (Özüyaman et al., 2008). Demnach 
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fangen Erythrozyten nicht nur NO• ab, sondern stellen vielmehr eine wichtige Quelle 
der NO•-Produktion dar. Die RBC-NOS trägt folglich zur Erhöhung der lokalen NO•-
Konzentration nahe der äußeren Erythrozytenmembran bei und stellt damit eine 
intrinsische Barriere dar, die den NO•-Verbrauch zugunsten der physiologischen 
Ansprüche des Erythrozyten selber reguliert. Ein weiteres Konzept zieht die 
Möglichkeit in Betracht, dass die intrazelluläre NO•-Bildung die elektromechanischen 
Eigenschaften der membranären Proteine und Lipoproteine verändert und so die 
NO•-Konsumierung durch die Erythrozyten verhindert. Kleinbongard und Kollegen 
konnten bereits einen RBC-NOS abhängigen Anstieg der plasmatischen Nitrit, Nitrat 
und Nitroso-Spezies Konzentration zeigen (Kleinbongard et al., 2006b), wobei der 
Mechanismus der NO•-Bildung durch die RBC-NOS bislang noch nicht aufgezeigt 
werden konnte. Experimentelle Untersuchungen zeigen jedoch, dass die RBC-NOS 
in ihrer Funktionalität und Aktivität Ähnlichkeiten zur eNOS aufweist (Kleinbongard et 
al., 2006b) und so wird in der Literatur – wie nachfolgend dargestellt – über 
Parallelen im Regulationsmechanismus zwischen eNOS und RBC-NOS diskutiert.  
Die Aktivität der eNOS ist innerhalb der Endothelzellen von seiner Lokalisierung 
abhängig (Abb. 2). Die eNOS ist im Zytoplasma über eine Myristoyl- und zwei 
Palmitoylgruppen an die Membran des Golgi Apparates gebunden (Liu et al., 1996). 
Über einen vesikulären Transport wird die eNOS zur Plasmamembran transportiert, 
wo sie innerhalb der membranären Caveolen, kurze tubulusartige Einstülpungen in 
die Außenmembran, an Caveolin-1 gebunden ist (Feron et al., 1998). Diese 
Interaktion inhibiert die katalytische Aktivität der eNOS, da Caveolin-1 bei niedrigen 
zytosolischen Calciumkonzentrationen mit der Calmodulin-Bindungsdomäne 
interferiert (Tripatara et al., 2007). Auf die Zellen wirken, aufgrund der 
kontinuierlichen Pumpleistung des Herzens, beständig Scherkräfte, die einen Kalium 
und Calcium-Influx in die Zelle bewirken. Dies initiiert die Bindung von eNOS mit 
Calmodulin, wodurch die eNOS-Caveolin-1-Interaktion zerstört wird. Das nun aktive, 
NO• produzierende Enzym wird depalmitoyliert und transloziert in das Zytosol 
(Govers und Rabelink, 2001). Eine Phosphorylierung der eNOS, unter anderem am 
Serin-Rest 1177, erfolgt über verschiedene Wege. Neben einer Kalium- oder 
Bradykinin vermittelten Phosphorylierung, führt auch die Aktivität der Proteinkinase B 
(PKB; auch Akt genannt) zur Phosphorylierung des Serin-Restes an Position 1177, 
was die Aktivität der eNOS weiter verstärkt (Dimmeler et al., 1999). Die Assoziation 
der eNOS mit dem Hitzeschock-Protein 90 fördert die Bindung der eNOS zum 
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Calmodulin und mediiert die Interaktion zwischen der eNOS und Akt (Fulton et al., 
1999). Eine Verringerung der intrazellulären Calciumkonzentration und eine 
Dephosphorylierung der eNOS führt zur erneuten Bindung der eNOS an Caveolin-1 
und Anbindung an den Golgi Apparat durch erneute Palmitoylierung.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 2: Schematische Darstellung des eNOS Regulationsmechanismus (nach Özüyaman 
et al., 2008). (I) Die eNOS ist im inaktiven Zustand an den Golgi Apparat über eine Myristoyl- und zwei 
Palmitoylgruppen gebunden und wird von dort (II) über Vesikel zur Plasmamembran transportiert, (III) 
wo sie innerhalb der Caveolen an Caveolin-1 gebunden ist. (IV-V) Scherkräfte aktivieren Ca2+-und K+-
Kanäle. Die intrazelluläre Ca2+-Erhöhung schwächt die Bindung des Caveolin-1 mit der eNOS und 
fördert die Bindung der eNOS an das Calmodulin. Die Aktivität der eNOS wird durch die K+-/ Akt-/ 
Bradykinin-vermittelte Phosphorylierung verstärkt. (VI) Die eNOS wird depalmitoyliert, migriert in das 
Zytosol und generiert NO•, das zu Nitrit und Nitrat reduziert wird. (VII) Sinkt die intrazelluläre Ca2+-
Konzentration wird die Bindung der eNOS zum Calmodulin geschwächt, die Bindung zum Caveolin-1 
wieder verstärkt und die Translokation zum Golgi-Apparat mit anschließender Repalmitoylierung 
vermittelt.  
 
Die Lokalisierung der eNOS wird darüber hinaus durch die Interaktion mit 
verschiedenen Proteinen beeinflusst. Das NOS-interagierende Protein NOSIP 
induziert die eNOS Translokation in die Gegend des Golgi Apparates und des 
Zytoskeletts. NOSTRIN ist dagegen in die Translokation der eNOS in die Vesikel 
involviert (Dedio et al., 2001; Zimmermann et al., 2002). Der Transport des 
Substrates, L-Arginin, aus dem extrazellulären Medium erfolgt über zwei 
Transportsysteme. Das Natrium-unabhängige, hoch kapazitive y+-Sytem 
(Christensen, 1964; White, 1985), weist eine hohe Affinität zu den Aminosäuren L-
Lysin, L-Arginin und L-Ornithin mit Km-Werten von 0,025-0,2mM auf (Christensen 
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und Antonioli, 1969; White und Christensen, 1982). Mitglieder des y+-Systems sind 
u.a. CAT 1 und CAT 2. Das zweite L-Arginin Transportsystem ist das y+L-System 
(Devés et al., 1992), das neben L-Arginin auch L-Valin und L-Lysin in die Zelle 
transportiert. Mitglieder des y+L-System sind u.a. LAT 1 und LAT 2 (Torrents et al., 
1998; Broer et al., 2000). 
Die RBC-NOS weist zum eNOS Regulationsmechanismus sowohl Ähnlichkeiten als 
auch Unterschiede auf. Letztere sind in der Tatsache begründet, dass Erythrozyten 
keine Zellorganellen wie das Endoplasmatische Retikulum oder den Golgi Apparat 
besitzen. Die Aktivität der RBC-NOS ist jedoch von der intrazellulären 
Calciumkonzentration und der Phosphorylierung am Serin-Rest 1177 abhängig 
(Kleinbongard et al., 2006b). Zudem besitzen Erythrozyten alle Kofaktoren und 
Substrattransporter, die auch für die Aktivität der eNOS notwendig sind; darunter 
Hitzeschockproteine, Calmodulin und Caveolin. L-Arginin wird über die auch im 
Erythrozyten vorhandenen Transportsysteme, y+ und y+L, in die Zelle transportiert 
(Özüyaman et al., 2008). Özüyaman und Kollegen hypothetisieren, dass der 
Regulationsmechanismus der RBC-NOS ähnlich kreislaufartig verlaufen könnte, da 
Studien von Kleinbongard und Kollegen die RBC-NOS sowohl im Zytoplasma als 
auch an der Zytoplasma-Membran detektieren konnten (Kleinbongard et al., 2006b). 
Eine Inhibierung der RBC-NOS Aktivität wird durch die Interaktion von zwei 
möglichen Reaktionspartnern diskutiert: Caveolin-1 und/oder Flotillin (Özüyaman et 
al., 2008; Langhorst et al., 2005). Die an Caveolin-1/Flottilin gebundene RBC-NOS 
könnte aus dem Zytoplasma zur Membran transportiert werden, wo sie innerhalb von 
Lipid Rafts – Caveolen ähnlichen Strukturen – gebunden und inaktiv sein könnte. 
Erythrozyten sind kontinuierlich Scher-Stress-Signalen ausgesetzt, die zu einer 
Änderung des Membranpotentials führen und die Öffnung der Kationen-Kanäle 
bewirken. Der daraus resultierende Calcium-Einstrom könnte die Bindung der RBC-
NOS an Calmodulin und die Translokation in das Zytoplasma fördern, wo die RBC-
NOS, stabilisiert durch das Hitzeschockproteine 90, NO• produziert. Eine Reduktion 
der erythrozytären Calciumkonzentration könnte die Bindung der RBC-NOS zum 
CaM auflösen und die erneute Bindung des Enzyms an Caveolin-1/Flotillin fördern 
(Özüyaman et al., 2008; Abb. 3).  
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Abbildung 3: Schematische Darstellung des RBC-NOS Regulationsmechanismus (nach 
Özüyaman et al., 2008). (I) Die RBC-NOS ist innerhalb des Zytoplasmas and Caveolin-1/Flotillin 
gebunden und wird möglicherweise (II) über vesikuläre Strukturen zur Zellmembran transportiert. (III) 
Die RBC-NOS ist innerhalb der Lipid Rafts gebunden und inaktiv. (IV) Durch Scherkräfte und/oder 
infolge von Rezeptorstimulation erfolgt ein Ca2+-Einstrom und die Initiierung der Serin-
Phosphorylierung. (V) Die Bindung der RBC-NOS an Caveolin-1/Flotillin wird geschwächt und die 
Bindung an Calmodulin gestärkt. (VI) Die aktivierte RBC-NOS wandert in das Zytoplasma. Die 
Bindung des Substrats L-Arginin ermöglicht die Generierung von NO•. Die Minderung der 
intrazellulären Ca2+-Konzentration schwächt die Bindung an Calmodulin und fördert die erneute 
Bindung an Caveolin-1/Flotilllin. Mögliche Reaktionswege des NO• beinhalten, neben der Regulation 
der erythrozytären Funktionen selber, die Oxidation zu Nitrit und Nitrat oder die Bindung an 
Hämoglobin (Hb-SNO). NO• wird dann über den Anionen-Exchanger-1 (AE-1) aus der Zelle 
transportiert. 
 
 
1.4 Hämorheologische Eigenschaften der Erythrozyten 
 
Als Mikrozirkulation versteht man den Blutfluss, der durch viele kleine parallel 
verlaufende Gefäße fließt. Zu diesen kleinen Gefäßen zählen Arteriolen (Ø 10-
100µm), Venolen (Ø 10-100µm) und Kapillaren (Ø 4-10µm) (Levy et al., 2001; Engst, 
2002). Die Mikrozirkulation im Ganzen, und die Kapillaren im Einzelnen, sind für den 
Nährstofftransport aus dem Blut in das Gewebe, die Beseitigung von 
Zellabbauprodukten sowie für den Sauerstoffaustausch zwischen Blut und Gewebe 
verantwortlich (Levy et al., 2001). Die Regulation des Blutflusses erfolgt aktiv durch 
den Tonus der Arteriolen und passiv durch die rheologischen Eigenschaften der 
Blutzellen. Beiden Faktoren kommt darüber hinaus eine große Bedeutung bei der 
Erhaltung der Kapillarfunktionen zu (Bateman, 2003). Als rheologische Parameter 
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versteht man u.a. die erythrozytäre Verformbarkeit und Aggregation, wobei erstere 
die Fähigkeit des Erythrozyten repräsentiert seine Form den dynamischen 
Bedingungen des Blutflusses anzupassen, um so den Fluss-Widerstand zu 
minimieren. Diese Eigenschaft ist von Bedeutung in Hinsicht auf die Passage der 
Erythrozyten durch das Kapillarbett, dessen Durchmesser im Mittel 7µm beträgt und 
somit geringer ist als jener der roten Blutkörperchen (Ø 7,5µm). Die 
Erythrozytenverformbarkeit wird wesentlich durch die Erythrozytenmembran 
bestimmt. Diese besteht aus einer Lipiddoppelschicht mit darin verankerten 
Proteinen, die wiederum mit dem Zytoskelett, bestehend aus Spektrin-Vernetzungen, 
verbunden sind (Van Dort et al., 2001; Oonishi et al., 1997; Tsuda et al., 2000). Die 
Membranstruktur wird direkt und indirekt von vielen Faktoren beeinflusst. Durch 
Prostaglandine, z.B. wird der Wasseraustausch zwischen Extra- und 
Intrazellularraum initiiert (Oonishi et al., 1997) und der pH-Wert beeinflusst die 
Dehnbarkeit der Membranen (Bobrowska-Hagerstrand et al., 1998). Die Calcium-
ATPase ist für die Aufrechterhaltung einer basalen intrazellulären 
Calciumkonzentration verantwortlich (Murakami et al., 1986; Oonishi et al., 1997) und 
die Natrium-Kalium-ATPase ist ein maßgeblicher Regulator des Zellvolumens und 
somit auch der zytoplasmatischen Viskosität. Krankheitsbilder, wie Sepsis oder 
Hypertonie, bewirken eine intrazelluläre Änderung der ATP-Konzentration und 
darüber die Membran-Zusammensetzung (Piagnerelli et al., 2003; Baskurt et al., 
1998b) und Membranfluidität (Tsuda et al., 2000). Die erythrozytäre Verformbarkeit 
stellt eine wesentliche Determinante der Blutviskosität dar, die einen gleichmäßigen 
Blutfluss gerade an Bifurkationen kleinerer Gefäße ermöglicht (Pries und Secomb, 
2003). Strukturelle Änderungen der Erythrozyten und eine verminderte Fähigkeit zur 
Verformung führen zu einer Behinderung des Blutflusses, besonders in Gebieten mit 
niedrigen Flussgeschwindigkeiten (Mohandes und Chasis, 1993; Brooks und Evans, 
1987). Die Verformbarkeit wird auch durch die intrazelluläre NO•-Produktion 
beeinflusst. So führt die Inhibition der NO•-Generierung durch den NOS-Inhibitor Nω-
nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME) zu einer Verschlechterung der mechanischen 
Eigenschaften. Die zelluläre Zielstruktur und die tatsächliche Funktionsweise des 
NO• konnten bislang jedoch noch nicht identifiziert werden (Bor-Kucukatay et al., 
2003).  
Die erythrozytäre Aggregation beeinflusst, zusammen mit der Plasmaviskosität, dem 
Hämatokrit und der Temperatur, die Viskosität des Blutes (Molday et al., 1990; Caimi 
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et al., 2000). Dabei beschreibt die erythrozytäre Aggregabilität die Eigenschaft der 
Erythrozyten lineare oder verzweigte multizellulare Aggregate, sogenannte 
Rouleaux-Formationen, in Anwesenheit von Plasma-Proteinen wie z.B. Fibrinogen, 
Apolipoproteine oder Immunglobuline, zu bilden (Skalak et al., 1981).  Das Ausmaß 
der Aggregation wird durch gegensätzliche Kräfte determiniert: die Abstoßungskraft 
zwischen den negativ geladenen Zellen, die Zell-Zell-Adhäsion, die durch die 
Plasma-Proteine hervorgerufen wird, und die Disaggregationskräfte, die durch den 
Blutfluss generiert werden (Brooks und Evans, 1987; Chien, 1987). Unter 
Normalbedingungen reicht der Blutfluss aus um eine Dissaggregation vor der 
Kapillarpassage zu bewirken und die adäquate Gewebeperfusion zu gewährleisten. 
Die physiologische Rolle der Aggregation ist bis dato noch nicht ganz geklärt. Unter 
pathophysiologischen Bedingungen, die mit veränderten Erythrozyten-Eigenschaften 
oder Flussbedingungen assoziiert sind, bilden sich größere und stärkere Aggregate, 
die resistent gegenüber der Disaggregation durch den Blutfluss sind. Dabei erhöht 
die Aggregation, besonders in Gefäßabschnitten mit geringen Flussraten, die 
Blutviskosität, welche wiederum den Widerstand des Blutflusses beeinflusst. Dieses 
Zusammenspiel führt zu einer verstärkten Reduktion oder zum Stoppen des 
Blutflusses in Gefäßabschnitten mit einem verminderten Durchmesser. Die Folge 
sind eine verminderte Gewebeperfusion, eine Ischämie oder ein Infarkt (Stoltz und 
Donner, 1987). Erhöhte Aggregabilität steht im Zusammenhang mit 
Mikrozirkulationsstörungen in der Pathophysiologie vieler Erkrankungen, z.B. 
Hypertonie, kardiovaskulären Erkrankungen, Diabetes Mellitus, Hyperlipidämie oder 
Sichelzellanämie (Stoltz und Donner, 1987). Es konnte bereits gezeigt werden, dass 
eine erhöhte Aggregabilität die Expression der eNOS unterdrückt und somit den 
vasomotorischen Tonus verändert (Baskurt et al., 2004). Einen Zusammenhang 
zwischen intrazellulär gebildetem NO• und der Aggregation konnte in Vertebrata 
bislang noch nicht hergestellt werden. Bei Limulus polyphemus  (Pfeilschwanzkrebs) 
jedoch produzieren die Hämozyten, die eine Makrophagen-ähnliche Funktion 
innehaben, NO•. Dieses NO• inhibiert nachweislich die Aggregation der Hämozyten 
(Radomski et al., 1991). Eine ähnliche Wirksamkeit von NO• scheint daher auch bei 
Vertebrata nicht ausgeschlossen.  
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1.5 NO• und oxidativer Stress 
 
Freie Radikale sind instabile hochreaktive Atome oder Moleküle mit mindestens 
einem ungepaarten Elektron. Zu den reaktiven Sauerstoffspezies zählen das 
Superoxid-Anion, Wasserstoffperoxid und die Hydroxylradikale (•OH). Sie werden im 
Organismus kontinuierlich durch eine inkomplette Reduktion von molekularem 
Sauerstoff generiert und enzymatisch durch die Superoxiddismutase (SOD), 
Katalase und Glutathionperoxidase (GSHPx) sowie nicht-enzymatisch durch 
Antioxidantien (z.B. Vitamin E und C, Glutathion) inaktiviert. O2•⎯ ist mit einer 
Lebenszeit von Millisekunden bei neutralem pH-Wert instabil. Es reagiert spontan 
oder dismutiert zu H2O2. Eine Reaktion mit NO• führt zur Bildung von reaktivem 
Peroxynitrit. Dabei ist die Reaktionsrate der Interaktion von NO• mit O2•⎯ zu ONOO⎯ 
mit 6,7 x 109 mol/L-1 drei Mal schneller als die Reaktionsrate von O2•⎯ mit der SOD 
(Thomson et al., 1995). •OH ist ein extrem reaktives und kurzlebiges Radikal in 
biologischen Systemen, das bei der spontanen Reaktion von O2⎯ mit H2O2 entsteht. 
Eine Quelle für O2•⎯ stellt die Entkopplung der Stickstoffmonoxid-Synthase dar. ROS 
schädigen Zellen zum einen durch Peroxidation von Membranlipiden was den Verlust 
der Membranintegrität triggert und zu Nekrose oder Apoptose führt. Zum anderen 
werden durch Oxidation von Protein-Sulfhydrylgruppen Enzymfunktionen gestört. 
Des Weiteren ist die Schädigung von Ionenkanälen und DNA-Strängen 
nachgewiesen (Werns und Lucchesi, 1990; Park und Lucchesi, 1999). In 
Erythrozyten beträgt die ständig messbare H2O2-Konzentration 2x10-10M (Giulivi et 
al., 1994). Die nicht toxische Wirkung dieser stetigen Produktion kann auf einen 3-4 
fachen Überschuss an GSHPx und Katalase zurückgeführt werden. Extrazellulär 
applizierte Reagenzien, die zu einem erhöhten oxidativen Stress führen, wirken sich 
jedoch negativ auf den Erythrozyten aus, besonders auf dessen rheologische 
Parameter. So wirkt sich die Zugabe von H2O2 negativ auf die Membranfluidität und 
Morphologie aus (Watanabe et al., 1990). Morphologische Veränderungen wurden 
ebenso durch die Zugabe von Reagenzien bewirkt, die intrazellulär Superoxid-
Anionen generieren. Dieses Reagenz –Phanazinmethosulfat (PMS)– verringert 
außerdem die erythrozytäre Verformbarkeit (Baskurt et al., 1998a). Oxidativer Stress 
wird mit einer Reihe von Krankheitsbildern assoziiert. Während des Prozesses der 
Ischämie/Reperfusion bildet sich vermehrt H2O2, der zur Lipidperoxidation und zur 
Oxidation der Sulfhydrylgruppen führt. Es folgt ein Membrandefekt mit 
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anschließender Überhöhung der Calciumkonzentration. Eine Dysfunktion der 
kardialen Kontraktilität im stunned Myokard ist das Resultat (Dhalla et al., 1999). Eine 
geringere NO•-Bioverfügbarkeit aufgrund oxidativer Inaktivierung durch eine 
exzessive Produktion von Superoxid-Anionen ist für Atherosklerose, Hypertonie, 
Diabetes, Hypercholesterinämie, Herzversagen (Kodja und Harrison, 1999) und der 
Koronaren Herzkrankheit (Guzik et al., 2000) beschrieben. Dabei konnten als 
Quellen der ROS Generierung die Xanthin Oxidase, NADH/NADPH Oxidase und 
eNOS ausgemacht werden. Letztere generiert ROS bei Abwesenheit des Substrates 
L-Arginin oder des NOS-Kofaktor BH4 (Heinzel et al., 1992; Pou et al., 1992). Eine 
Entkopplung wird auch durch die ONOO⎯ vermittelte Oxidation des BH4 bewirkt 
(Bech-Laursen et al., 2001). Die Entkopplung der NOS und die Generierung von 
oxidativem Stress mit folgender endothelialer Dysfunktion erfolgt über drei 
Mechanismen. Zum Einen ist die enzymatische Produktion von NO• vermindert, so 
dass die Radikale, mit denen NO• normalerweise reagiert, zelluläre Strukturen 
angreifen (Cai und Harrison, 2000).  Zudem werden die Elektronen, die von der 
Reduktase- zur Oxygenase-Domäne fließen auf O2 umgelenkt (Xia et al., 1998; 
Vasquez-Vivar et al., 1998). Dadurch generiert die Oxygenase-Domäne des Enzyms 
O2•⎯ durch die Dissoziation des Häm-Eisen-Sauerstoff Komplexes (Wink et al., 1995). 
Auch eine partielle Entkopplung in vivo wird diskutiert. In diesem Fall werden O2•⎯ 
und ONOO⎯ simultan produziert, mit einem drastischen Anstieg des oxidativen 
Stresses. Die externe Gabe von NO• konnte in experimentellen Ansätzen die Häm-
Oxidation verhindern, die Fenton-Oxidation der DNA inhibieren und die 
Lipidperoxidation verringern. Diese Untersuchungen lassen darauf schließen, dass 
NO• gegen ROS wirksam ist (Wink et al., 1995).  
 
1.6 Kardiovaskuläre Erkrankungen und NO• 
 
Das vaskuläre Endothel ist ein aktives parakrin, endokrin und autokrin wirksames 
Organ, welches für die Regulation des vaskulären Tonus und die vaskuläre 
Homöostase unentbehrlich ist. Schädliche Veränderungen der endothelialen 
Integrität, auch als endotheliale Dysfunktion bezeichnet, repräsentieren einen frühen 
Schlüsselmechanismus in der Entwicklung von Atherosklerose (Ross, 1999; Kinlay 
und Ganz, 1997). Die endotheliale Dysfunktion wird durch eine Reduktion der 
bioverfügbaren Vasodilatoren, besonders NO•, und einer Erhöhung der Endothel-
vermittelten Vasokonstriktoren, wie z.B. Endothelin, charakterisiert (Lerman und 
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Burnett Jr., 1992). Dieses Ungleichgewicht führt zur Beeinträchtigung der Endothel-
vermittelten Vasodilation und letztlich zu Hypertonie. Als endotheliale Dysfunktion 
wird auch ein bestimmter Aktivierungszustand des Endothels angesehen. Dieser wird 
durch ein proinflammatorisches, proliveratives und prokoagulierendes Milieu 
charakterisiert, das die Entwicklung von Atherosklerose begünstigt (Anderson, 1999). 
Die endotheliale Dysfunktion ist nicht auf die Koronararterien beschränkt, sondern ist 
vielmehr eine systemische Erkrankung, die auch das periphere Gefäßsystem mit den 
Leitungs- und Widerstandsgefäßen der Extremitäten betrifft (Anderson et al., 1995a). 
Alle kardiovaskulären Risikofaktoren (Alter, Hypertonie, Nikotinabusus, 
Hypercholesterinämie und Adipositas) stehen im Zusammenhang mit Atherosklerose 
und kardiovaskulärer Morbidität und Mortalität. Diese Risikofaktoren werden mit einer 
Überproduktion an ROS und erhöhtem oxidativem Stress assoziiert. Folglich stellt ein 
erhöhter oxidativer Stress einen Hauptmechanismus in der Pathogenese der 
endothelialen Dysfunktion dar (Cai und Harrison, 2000). Eine gestörte 
Endothelfunktion wird in einer Reihe von kardiovaskulären Erkrankungen 
beschrieben. Die Koronare Herzkrankheit wird als die Manifestation der 
Atherosklerose in den Herzkranzarterien definiert. Dabei zeigt sich eine 
beeinträchtigte Endothelvermittelte Vasodilatation in der koronaren und peripheren 
Zirkulation (Anderson et al., 1995b), wobei der zugrunde liegende Mechanismus in 
der reduzierten Bioverfügbarkeit von NO• und der erhöhten Generierung von O2•⎯ zu 
finden ist. Dies führt zu einer Einschränkung der cGMP-abhängigen Proteinkinase 
und reduzierter NO•/cGMP-abhängiger Relaxation (Oelze et al., 2000). Klinische 
Studien zeigen, dass die endotheliale Dysfunktion durch die Verabreichung von 
Vitamin C umgekehrt werden kann (Ting et al., 1997; Levine et al., 1996; Heitzer et 
al., 1996). Kardiovaskuläre Erkrankungen sind die Todesursache Nummer 1 und 
betreffen einen Großteil der Patienten mit Diabetes Mellitus Typ I und II (Standl et al., 
1996; Stern, 1995). Im Typ II Diabetes sind kleine (Mikroangiopathie) und große 
(Makroangiopathie) Gefäße verändert, wobei die Makroangiopathie mit einem 
beschleunigten Verlauf der Atherosklerose einher geht, die Organe wie Herz und 
Leber befällt. Bei Diabetikern wird zudem eine Koexistenz von endothelialer 
Dysfunktion und Insulin-Resistenz beobachtet. Eine Vielzahl von biochemischen und 
zellulären Faktoren sind mit endothelialer Dysfunktion bei Diabetes Mellitus Typ II 
assoziiert. Die Synthese von NO• erfordert die Anwesenheit von NAPDH als 
Kofaktor. Hyperglykämie führt zu intrazellulären Veränderungen des Redox-Status 
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und Aktivierung des Proteinkinase C (PKC) Signalweges, was zu einer Depletion des 
zellulären NADPH führt (Williamson et al., 1993). Hyperglykämie erhöht auch den 
Efflux von Glukose über den glykolytischen Stoffwechselweg, was die de novo 
Synthese von Diacylglycerol und darüber die PKC Aktivität erhöht (Wolf et al., 1991; 
Williams und Schrier, 1992). Der diabetische Zustand ist durch einen erhöhten 
oxidativen Status klassifiziert (Giugliano et al., 1996), da Glukose die endotheliale 
O2•⎯ und somit auch die ONOO⎯ Produktion erhöht (Cosentino et al., 1997). Auch 
erhöhte Konzentrationen oxidierter Lipoproteine, besonders der Lipoproteine mit 
geringer Dichte (LDL; low density lipoprotein) werden beobachtet. Hinzu kommen 
eine prothrombotische Neigung und eine erhöhte Plättchenaggregabilität, was mit 
einer verminderten NO•-Produktion in Zusammenhang gebracht wird (Cipolla et al., 
1996). Eine endotheliale Dysfunktion in den verschiedenen kardiovaskulären oder 
kardiovaskulär assoziierten Erkrankungen wie der Koronaren Herzkrankheit, 
Diabetes Mellitus Typ II, Mikro-und Makroangiopathie, entwickelt sich letztlich zur 
Atherosklerose. Diese inflammatorische Krankheit ist durch die Akkumulation von 
Lipiden innerhalb der großen und mittelgroßen elastischen und muskulären Arterien 
gekennzeichnet. Die endotheliale Dysfunktion initiiert kompensatorische 
Mechanismen, die die normalen homöostatischen Eigenschaften des Endothels 
verändern. Dadurch erhöht sich die Permeabilität und Adhäsivität des Endothels 
hinsichtlich Leukozyten und Thrombozyten. Die Eigenschaften des Endothels 
verändern sich von antikoagulierend zugunsten prokoaguliernd. Zusätzlich werden 
vasoaktive Moleküle, Zytokine und Wachstumsfaktoren gebildet. Die 
inflammatorische Antwort stimuliert die Migration und Proliferation glatter 
Muskelzellen in das inflammatorische Gebiet. Diese Läsionen können die 
Arterienwand verdicken. Die Immigration von Makrophagen und Lymphozyten aus 
dem Blut in das Inflammationsgebiet multipliziert die Läsion, und die Ausschüttung 
von Zytokinen, Wachstumsfaktoren und Chemokinen durch diese Zellen (Libby und 
Ross, 1996; Raines et al., 1996) vergrößert den Schaden weiter bis hin zur Nekrose 
(Falk et al., 1996). Mehrere Zyklen der Akkumulation mononuklearer Zellen, 
Migration und Proliferation glatter Muskelzellen und die Bildung von fibrösem 
Gewebe vergrößert und restrukturiert die Läsion. Diese wird dann mit einer fibrösen 
Kappe überzogen, die den Kern aus lipoidem und nekrotischem Gewebe überlagert. 
Die als Kompensationsmechanismus von den Arterien vermittelte Vasodilatation 
reicht schließlich nicht mehr aus, so dass die Läsion in das Lumen eindringt und so 
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den Blutfluss verändert (Ross, 1999). Dabei beschränken sich die Läsionen nicht 
ausschließlich auf die großen Arterien sondern dehnen sich bis in die Mikrozirkulation 
aus (Chilian et al., 1990). Diese Mikrozirkulationsstörungen werden von einer 
veränderten Blutviskosität, geringerer Blutzellverformbarkeit, erhöhter Aggregation 
und Adhäsion der Blutzellen and Endothelzellen begleitet. Die Folgen können eine 
Ischämie des Herzens, des Gehirns oder der Extremitäten und ein Infarkt sein (Ross, 
1999).  
 
1.7 Zielsetzung der Arbeit 
 
Stickstoffmonoxid (NO•) fungiert in der gesamten Flora und Fauna als ein 
Signalmolekül dessen Wirksamkeit hoch konserviert ist. Es ist an der 
Aufrechterhaltung der vaskulären Homöostase und der Neurotransmission beteiligt 
und wirkt darüber hinaus auch antiinflammatorisch und vasodilatorisch. Die 
physiologische in vivo Konzentration von NO• schwankt zwischen 100pM bis 5nM, 
wobei die Geschwindigkeitskonstante für NO• im Blut bei 350-6500s-1 liegt. NO• 
entsteht durch die Reduktion von Nitrit unter azidischen Bedingungen oder wird 
kontinuierlich aus L-Arginin synthetisiert. Hierfür sind die Isoformen der 
Stickstoffmonoxid-Synthase (NOS) verantwortlich, die im Einzelnen als eNOS, nNOS 
und iNOS bezeichnet werden und u.a. im Nervensystem, den Skelettmuskeln, dem 
Epithel oder den Makrophagen vorkommen. Erst vor wenigen Jahren konnte auch in 
den Erythrozyten eine aktive NOS-Isoform (RBC-NOS) detektiert werden. Obwohl die 
regulatorische Funktion dieser RBC-NOS auf die Plättchenaggregation belegt 
werden konnte wird eine RBC-NOS abhängige NO•-Produktion sowie die 
Funktionsweise des NO•, besonders in pathophysiologischen Krankheitsverläufen, 
weiterhin kontrovers diskutiert und ist Gegenstand der aktuellen Forschung. Im 
Rahmen der vorliegenden Arbeit sollte der Nachweis über eine RBC-NOS mediierte 
NO•-Produktion im Erythrozyten erfolgen und erythrozytäres Nitrit als Marker für die 
erythrozytäre NO•-Produktion etabliert werden. Ferner sollte der Einfluss der RBC-
NOS auf die hämorheologischen Parameter sowie auf die Generierung von ROS 
untersucht werden. Der Einfluss der ROS auf die Hämorheologie sollte konkludent 
untersucht werden. Um die Bedeutung des von der RBC-NOS gebildeten NO• auf 
das vaskuläre System herauszuarbeiten, sollen Probanden mit einem 
kardiovaskulären Risikoprofil sowie Patienten mit kardiovaskulären Erkrankungen im 
  19
1. EINLEITUNG 
  20
Hinblick auf die Konzentration des erythrozytären Nitrits sowie hinsichtlich des 
Zustands der rheologischen Parameter untersucht werden. 
Dies soll dazu beitragen, die bislang unbeachtete Rolle der RBC-NOS für die 
Hämorheologie und den oxidativen Status der Zelle aufzuklären. Außerdem sollen 
weitere Ursachen aufgezeigt werden, die zur Verschlechterung dieser Parameter bei 
Patienten mit einer Koronaren Herzkrankheit und Diabetes mellitus Typ II führen und 
das im Hinblick auf die Entwicklung frühdiagnostischer Methoden und möglicher 
Therapieansätze. 
 
 
 
 
2. MATERIAL UND METHODEN 
 
2. MATERIAL UND METHODEN 
 
2.1 Chemikalien, Lösungen und Gase 
 
1kb Plus DNA Ladder   Invitrogen, Karlsruhe 
0,5 M Tris (pH 6,8)    BioRad, München 
1,5 M Tris (pH 8,8)    BioRad, München 
10% Amoniumpersulfat (NH4)2S2O8 
sruhe 
lberg 
Sigma-Aldrich, Steinheim 
3 (N-Morpholino)-Propansulfonsäure 
(MOPS)     Carl Roth, Karlsruhe 
6-Hydroxy-2,5,7,8-tetramethyl- 
choman-2-carocylic acid (Trolox)  Calbiochem / Merck, Darmstadt 
30% Acrylamid-Mix    BioRad, München BioRad 
37% Formaldehyd (CH2O)  Sigma-Aldrich, Steinheim 
Agarose (C12H18O9)   Promega, Mannheim 
Ammoniumchlorid (NH4Cl)  Carl Roth, Karl
Antikörper 
Kaninchen anti eNOS / NOS Typ III BD Transduction Laboratories, Heidelberg 
Peroxidase konjugiert Ziege 
anti-Kaninchen, Fab Fragment  Rockland, Gilbertsville, USA 
Aquatex®     Merck, Darmstadt 
ß-Mercaptoethanol (HSCH2CH2OH) Sigma-Aldrich, Steinheim 
Blood Collection Tubes   PreAnalytix / Qiagen, Hilden 
Bovines Serum Albumin (BSA)  Thermo Scientific, Karlsruhe  
Complete Protease Inhibitor 
Cocktail Tabletten    Roche, Kulmbach 
Ethidiumbromid (C21H20N3Br)  BioRad, München 
Ethylendiamintetraessigsäure 
(EDTA) (C10H14N2O8Na2 * 2H2O) SERVA Electrophoresis GmbH, Heide
Ethansäure (C2H4O2)   VWR International, Darmstadt 
EZ-Vision™ 6 fach Ladepuffer  Amresco, Cochran, USA 
Glycerin (C3H8O3)    Carl Roth, Karlsruhe 
Glyoxal Sample Loading Dye  Ambion / Applied Biosystems, Darmstadt 
Helium     Linde, Unterschleißheim 
Heparin     Ratiopharm, Ulm 
Immersionsöl    Carl Roth, Karlsruhe 
Jod (I2)     Sigma-Aldrich, Steinheim 
Kaliumhydrogencarbonat (KHCO3) Carl Roth, Karlsruhe 
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Kaliumhexacyanoferrat(III)  
(C6FeK3N6)     Sigma-Aldrich, Steinheim 
Kaliumiodid (KI)    Merck, Darmstadt  
L-N5-(1-Iminoethyl)-ornithin (L-NIO) Axxora, Lörrach 
L-Arginin 
(HN=C(NH2)NH(CH2)3CH(NH2)COOH * HCl) Sigma-Aldrich, Steinheim   
sruhe 
L-Lysin (H2N(CH2)4CH(NH2)CO2H) Sigma-Aldrich, Steinheim 
L-Ornithin (C5H12N2O2 * HCl)  Sigma-Aldrich, Steinheim 
Laemmli Probenpuffer   BioRad, München 
Light Cycler® Fast Start DNA  
Master Mix SYBR Green   Roche, Mannheim 
Magermilchpulver    Carl Roth, Karlsruhe 
MagicMark™ Western Protein 
Standard     Invitrogen, Karlsruhe 
Meta-Phosphorsäure   Carl Roth, Karlsruhe 
Methylalkohol (CH3OH)   VWR International, Darmstadt 
N-Ethylmaleimid    Calbiochem / Merck, Darmstadt 
N,N,N,N´-Tetra-methyl- 
ethylenediamide (TEMED)  BioRad, München 
Natriumacetat (C2H3NaO2)  Carl Roth, Karl
Natriumhydroxid (NaOH)   Merck, Darmstadt 
Natriumnitrit (NaNO2)   Merck, Darmstadt 
Nonidet NP-40    Fluka / Sigma-Aldrich, Steinheim 
PBS, Phosphat-gepufferte  
Salzlösung     Serag-Wiessner, Naila 
5-Methylphenazinium methyl sulfate 
(Phenazinmethosulfat)   Biomol, Hamburg 
Pierce ECL Western Blot 
Substrat     Thermo Scientific, Karlsruhe 
Polyvinylpyrrolidon, 0,14mM  Mechatronics, Niederlande 
Primer:  
Human GAPDH  
for: 5´-GAA GGT GAA GGT CGG AGT CA-3´ 
rev: 5´-TGG ACT CCA CGA CGT ACT CA-3´ Eurofins MWG Operon, Ebersberg 
  
Human eNOS  
for: 5´-CTA GCC AAA GTC ACC ATC GT-3´ 
rev: 5´-CGG GGA CAG GAA ATA GTT G-3´ Eurofins MWG Operon, Ebersberg 
Proteinmarker 
Page Ruler Protein Standard  Fermentas Life Sciences, St. Leon-Rot 
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Roti®Nanoquant    Carl Roth, Karlsruhe 
Sodiumdodecylsufat, 10%   Gibco / Invitrogen, Karlsruhe 
ssRNA Ladder    New England Biolabs, Frankfurt am Main 
Stickstoff, flüssig    RWTH Aachen 
Stickstoffmonoxid Synthase,  
endothelial, rekombinant   Sigma-Aldrich, Steinheim 
10 x Tris-Borsäure-EDTA, pH 8  BioRad, München 
10 x Tris-Glycin Puffer   BioRad, München 
10 x Tris-Glycin-SDS-Puffer  BioRad, München 
10 x TBST Puffer    BioRad, München 
Trizma Preset Crystals pH 7.4  Sigma-Aldrich, Steinheim 
Wasser, dest.    Millipore 
Wasserstoffperoxid, 30%   Applied Biosystems, Darmstadt 
 
2.2 Verbrauchs- und sonstige Materialien 
 
96-well Platte   NUNC, Langenselbold 
Combi Stopper   B.Braun, Melsungen 
Deckglas   Carl Roth, Karlsruhe    
Einmal Küvetten aus Polystyrol  Carl Roth, Karlsruhe 
ESR Quarz Kapillare   Bruker, Karlsruhe 
Glas-Reaktionsgefäß   Verhees, Neuss 
Glasplatten 1,5mm    BioRad, München 
Light Cycler® Kapillaren (20µl)  Roche, Mannheim 
Light Cycler® Zentrifugenadapter Roche, Mannheim 
MicroAmp™ Optical Adhesive Fim Applied Biosystems, Darmstadt 
MicroAmp™ 96-well reaction plates Applied Biosystems, Darmstadt 
Mini Trans Blot Filter Papier  BioRad, München 
Objektträger     R. Langenbrinck, Emmendingen 
Parafilm „M“®    Pechiney Plastic Packaging, Chicago, USA 
PCR Gefäße, 0,5 ml   Eppendorf, Hamburg 
Pipetten, reference    Eppendorf, Hamburg 
PP Schraubverschluß Röhrchen  Greiner Bio-One, Frickenhausen 
Protran® Nitrozellulose 
Transfer Membran    Schleicher&Schuell, Dassel 
Safe-lock Reaktionsgefäße  Eppendorf, Hamburg 
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SafeSeal® Tips    Biozym Diagnostik, Hess Oldendorf 
Safety-Multifly®-Set 
0,8 x 19mm     Sarstedt, Nümbrecht 
Sicherheitsnadel 20G x 1 ½ “  Kendall / Tyco Healthcare, Neustadt 
Spritze, gasdicht    Hamilton, Bonaduz, Schweiz 
Spritze, 1ml     Becton Dicinson, Heidelberg 
Spritze, 20ml    B.Braun, Melsungen 
 
2.3 Kits 
 
Amplex® Red Hydrogen  
Peroxide/Peroxidase assay Kit  Invitrogen, Karlsruhe 
GSH/GSSG Ratio Assay Kit  Calbiochem / Merck, Darmstadt 
PAXgene Blood RNA Kit   PreAnalytix / Qiagen, Hilden 
QuantiTect® RT Kit    Qiagen, Hilden 
Superoxid Anionen Assay Kit  Sigma-Aldrich, Steinheim 
ADMA ELISA    Immundiagnostik AG, Bensheim  
Die in den fertigen Versuchsansätzen enthaltenen Chemikalien wurden nicht 
gesondert aufgenommen. 
 
2.4 Geräte 
 
CLD Analysator  Typ CLD 88 NO, Ecophysics, Schweiz 
Elexsys 580 Spektrometer  Bruker, Karlsruhe 
FluoStar Optima   BMG Labtech, Offenburg 
Gel Doc™ 2000  BioRad, München 
LAS 3000  Fujifilm, Düsseldorf 
Laser assisted optical rotational 
cell analyzer  Mechatronics, Niederlande 
Medical B&W Video Printer   Sony / BioRad, München 
Mini-Protean II  
Elektrophorese System  BioRad, München 
Mikroskop: Zeiss Apo Tome  Carl Zeiss, Jena 
Mikroskopiersoftware: AxioVision Carl Zeiss, Jena 
Auswertesoftware: FIJI  Freier Download, Internet 
Light Cycler 2.0   
Software4.05  Roche, Mannheim  
Spektrophotometer DU800  Beckman Coulter, Krefeld 
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Tankblot  Biometra, Göttingen 
Heidolph Polymax 
Taumelschüttler 1040   Fisher Scientific, Schwerte 
Thermomixer    Eppendorf, Hamburg 
Vortex     VWR International, Darmstadt 
Wasserbad GFL 1083   Welabo, Düsseldorf 
Zentrifugen 
Mikro 200 R 
Rotina 38R     Hettich, Tuttlingen 
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2.5 Probandenkollektiv 
 
Alle Probanden wurden über das Studienprotokoll von Frau Dr. med. Keymel bzw. Frau Dr. med. Hamada aufgeklärt. Sowohl 
Studienrotokoll als auch Probandenaufklärung und -versicherung wurden durch die Ethikkommision des Universitätsklinikums RWTH 
Aaachen (Studiennummer: 2022) genehmigt. 
 
Tabelle 1: Kollektivdaten aller untersuchten Probanden 
Kriterium Einheit Normwert 
m/w 
KRF 0 KRF 1 KRF 2 KRF 3 KHK DM 
Anzahl [n]  30 15 10 6 23 16 
Geschlecht [m/w]  14/16 8/7 2/8 2/4 21/2 7/9 
Alter [Jahre]  27,5+3,5 43,5+14,5 58+6 63,5+4,5 61,5+16,5 72,5+14,5 
Körpergröße [m]  1,78+0,18 1,74+0,2 1,71+0,08 1,68+0,13 1,76+0,13 1,64+0,17 
Gewicht [kg]  73,5+21,5 72,5+22,5 79,5+8,5 70+10 73,5+23,5 82+18,5 
BMI [kg/m2] 20-25 23,5+4,5 22,5+5,5 23+5 25+2      * 25+7     *** 30+6    *** 
Erythrozyten [x106/µl] 4,9-6,3 / 4,2-5,2 5,1+1 4,35+0,05 4,35+0,55 4,65+0,35 4,65+0,55 4,1+0,9 
Hb [g/l] 140-180 / 120-160 135,5+21,5 132+3 140,5+16,5 145+12 141,4+24,5 122,5+34,5 
Hkt [l/l] 0,4-0,52 / 0,35-0,47 0,41+0,05 0,38+0 0,41+0,05 0,42+0,02 0,42+0,07 0,39+0,08 
MCV [fl] 82-98 82,5+11,5 89+2 92,5+5,5  ** 93+5 90+7        * 88,5+8,5 
MCH [pg] 27-33 28+5 30,5+0,5 31+3      * 31,5+2,5 30,5+2,5       * 28+6 
MCHC [g/l Ery] 300-360 340+20 341,5+3,5 340+10 340,5+14,5 345+15 336,5+17,5 
Retikulozyten [% Ery] 3-18 10,03+4,16 8,21+3,23 10,08+5,06 7,84+5,07 10,41+5,49 13,75+2,22 
Leukozyten [x103/µl] 4-9 5,55+1,55 5,25+0,25 5,75+1,85 5,15+1,85 7,6+2,9         * 9,8+5,4     * 
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Kriterium Einheit Normwert 
m/w 
KRF 0 KRF 1 KRF 2 KRF 3 KHK DM 
Thrombozyten [x103/µl] 150-400 254+99 261+36 271+89 262+55 240,5+83,5 327,5+141,5 ** 
Triglyceride [mg/dl] 50-200 81+38  131+48 115,5+59,5 111+37 135,5+69,5 *** 171+83   *** 
Gesamtcholest
erin 
[mg/dl] <240 172,5+35,5 215,5+15,5  *   212+58  * 240,5+26,5 *** 210,5+74,5 238+117 
LDL [mg/dl] <150 86,5+37,5  136,5+20,5 * 138,5+76,5** 139,5+25,5 *** 126,5+61,5     * 83,5+23,5 
HDL [mg/dl] >55 / >65 66,5+17,5 56,5+18,5 67,5+14,5 81,5+31,5 56+22      ** 49,5+19,5  ** 
Glc [mg/dl] 55-115 89,5+10,5 83+5 81+15 80+18 181+95    *** 192+89   *** 
HbA1c [%] 5-8 5,1+0,4 5,35+0,15 5,3+0,2      * 5,5+0,2    ** 8,1+3,3    *** 7,55+2,15 *** 
Arterieller 
Mitteldruck 
[mmHg] <140 / <900 115,5+18,5/ 
70+15 
130+20/ 
82,5+12,5 
125+15/  
   80+10  ***
130+10/ 
   82,5+7,5   **
153,5+25,5/ 
90+20   ***
167,5+32,5/ 
82,5+7,5  *** 
 
BMI: body mass index, Hb: Hämoglobin, Hkt: Hämatokrit, KRF: kardiovaskuläre Risikofaktoren, MCV: mittleres zelluläres Volumen, MCH: mittleres zelluläres 
Hämoglobin, MCHC: mittlere zelluläre Hämoglobinkonzentration, LDL: Lipoprotein niedriger Dichte, HDL: Lipoprotein hoher Dichte, Glc: Glukose, HbA1c: 
glykosyliertes Hämoglobin, CRP: C-reaktives Protein 
Vergleich gegen Probanden mit KRF 0:*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 
 
 
 
 
 
 
2. MATERIAL UND METHODEN 
 
Als kardiovaskuläre Risikofaktoren (KRF) wurden Alter (>50 Jahre) arterielle 
Hypertonie, Nikotinabusus, Hypercholesterinämie und Adipositas (Body-Mass-Index; 
BMI >25) gewertet.  
Eine arterielle Hypertonie wurde gemäß der Joint-National-Commitee-Kriterien bzw. 
der Weltgesundheitsorganisations-Richtlinien diagnostiziert, wenn arterielle Drücke 
an drei verschieden Tagen von >140/>90 mmHg gemessen wurden oder bereits eine 
antihypertensive Therapie bestand. Ein Diabetes mellitus wurde nach den Richtlinien 
der Weltgesundheitsorganisation und der American Diabetes Association 
diagnostiziert, wenn bei Messungen an zwei unterschiedlichen Tagen der 
Plasmaglukosespiegel nüchtern >126mg/dl gemessen wurden, ein oraler 
Glukosetoleranztest 2 Stunden-Werte von >200mg/dl lieferte oder zu einem 
beliebigen Zeitpunkt eine Diabetessymptomatik in Kombination mit 
Plasmaglukosewerten von >200mg/dl bestand. Ebenfalls wurden Personen, die 
bereits mit oralen Antidiabetika oder Insulin behandelt wurden, als Diabetiker 
klassifiziert. Die Diagnose Hypercholesterinämie wurde bei Gesamtcholesterinwerten 
>200mg/dl oder einem LDL >130mg/dl gestellt.  
Wirkstoff und Dosis aller das kardiovaskuläre System beeinflussenden Medikamente 
(beta-Blocker, ACE-Hemmer, ASS) wurden notiert. Ausschlusskriterien waren die 
Einnahme von jeglichen Stickstoffmonoxid-Donoren weniger als zwölf Stunden vor 
der Blutentnahme. Stickstoffmonoxid-Donoren kommen in der Therapie der 
chronischen Herzinsuffizienz zum Einsatz. Sogenannte organische Nitrate wirken 
durch die Freisetzung von Stickstoffmonoxid vasodilatierend. Die Stickstoffmonoxid-
Freisetzung aus Nitraten erfolgt intrazellulär und führt sulfhydrylgruppenabhängig 
über die Bildung von Nitrosothiolen zu einer Aktivierung der im Zytosol gelösten 
Guanylatzyklase und damit zu einer vermehrten Umwandlung von 
Guanosintriphosphat zu zyklischem Guanosinmonophosphat und nachfolgender 
Relaxation glatter Muskelzellen (Feelisch und Noack, 1987; Ignarro et al., 1981). Drei 
organische Nitrate, Glyceroltrinitrat (GTN), Isosorbiddinitrat (ISDN) und Isosorbid-5-
Mononitrat (IS-5-MN) finden als Stickstoffmonoxid-Donoren bei der Behandlung des 
Patienten mit chronischer Herzinsuffizienz Anwendung. Die hämodynamische 
Wirkung der Stickstoffmonoxid-Donoren leitet sich aus der Dilatation venöser 
Kapazitätsgefäße ab (Franciosa et al., 1974).  
Weitere Ausschlusskriterien waren der Zustand der Prämenopause, chronische bzw. 
konsumierende Erkrankungen, Herzrhythmusstörungen, Hämodialyse oder eine 
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Herzinsuffizienz entsprechend den New York Health Association (NYHA)- Stadien III 
und IV.  
Es wurden Daten von insgesamt 30 Probanden ohne KRF, 15 mit einem KRF 
(Nikotinkonsum: 14,5+10,5 Packungsjahre3) und 10 mit zwei KRF (Alter >50 Jahre, 
davon sechs Probanden mit Nikotinkonsum: 12,5+7,5 Packungsjahre und vier 
Probanden mit Hypercholesterinämie) erhoben. Sechs Probanden wiesen drei KRF 
auf (Alter >50 Jahre; davon 3 mit Nikotinkonsum: 25+5 Packungsjahre und 
Hypercholesterinämie, Hypertonie bzw. Adipositas). Zudem wurden Daten von 23 
Patienten mit einer Koronaren Herzkrankheit (KHK) und 16 Patienten mit nicht 
Insulin-abhängigem Typ II Diabetis mellitus (DM) erfasst. Von den untersuchten 
KHK-Patienten gaben 11 an Nikotin zu konsumieren (30+10 Packungsjahre). Zudem 
wiesen alle Patienten eine Hypercholesterinämie und Hypertonie auf. 15 der 
untersuchten Probanden hatte einen BMI >25. Im Vergleich zu Probanden ohne KRF 
zeigten sich signifikante Veränderungen des mittlereren zelluläre Volumen (MCV; 
90+7fl vs 82,5+11,5fl), der mittleren zellulären Hämoglobinkonzentration (MCH; 
30,5+2,5pg vs. 28+5pg) und in der Anzahl der Leukozyten (7,6+2,9 x 103/µl vs. 
5,55+1,55 x 103/µl). Der Glukose-Wert der KHK-Patienten war mit 181+95 mg/dl im 
Vergleich zu Probanden ohne KRF mit 89,5+10,5 mg/dl signifikant erhöht. Der Wert 
für das Glykohämoglobin (HbA1C) spiegelt die Kopplung von Glukose an das 
Hämoglobin wieder und wird zur Verlaufskontrolle von Patienten mit Diabetes 
mellitus verwendet. Dieser Wert war bei bei KHK Patienten mit 8,1+33% im Vergleich 
zu Probanden ohne KRF mit 5,1+0,4% signifikant erhöht. Von den untersuchten 
Diabetikern wiesen alle zusätzlich eine KHK auf. Der Kürze halber wird jedoch nur 
von Diabetikern gesprochen. Von den untersuchten Diabetikern waren 15 hyperton, 
11 wiesen eine Hypercholesterinämie auf, 7 waren Raucher (16,5+13,5 
Packungsjahre) und 13 wiesen einen Body-Mass-Index >25 auf. Die Werte für 
Thrombozyten und Leukozyten waren mit 327,5+141,5x103/µl und 9,8+5,4x103/µl, 
respektive, im Vergleich zu Probanden ohne KRF mit 254+99x103/µl und 
5,55+1,55x103/µl, respektive, signifikant erhöht. Der Glukose-Wert war mit 
192+89mg/dl im Vergleich zu Probanden ohne KRF mit 89,5+10,5mg/dl signifikant 
erhöht. Der HbA1C Wert betrug 7,55+2,15% und war im Vergleich zu Probanden 
ohne KRF mit 5,1+0,4% ebenfalls signifikant erhöht.  
 
                                                 
3 Ein Packungsjahr ist definiert mit: Anzahl der Zigarettenschachteln / Tag x Jahr 
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2.6 Blutentnahme 
 
Das Blut der untersuchten Probanden wurde der gestauten Vena mediana cubiti 
mittels venösem Punktionssystem (Safety-Multifly®-Set, 0,8 x 19mm) entnommen. 
Die Antikoagulation mit D-Glukuronsäure-D-Glukosamin-Mukopolysaccharid 
(Heparin) (entsprechend 1µl Heparin 5000U/1ml Vollblut) erfolgte unmittelbar nach 
der Blutentnahme, während die weitere Probenaufbereitung in einem Zeitraum von 
maximal 10min durchgeführt wurde, zugunsten der Reliabilität der Messung. 
 
2.7 Probenaufarbeitung  
 
2.7.1 Konzentration der eingesetzten Reagenzien 
 
Die Modulation der erythrozytären NO•-Produktion erfolgte in vitro durch die 
Applikation verschiedener Reagenzien. Der hierfür hypothetisierte 
Modulationsmechanismus ist in Abbildung 4 schematisch dargestellt. Das Substrat 
der Stickstoffmonoxid-Synthase, L-Arginin, wurde in einer Endkonzentration von 
3mM appliziert. Die Konzentration ergab sich aus Vorarbeiten von Dr. med. Münch, 
in der ein exponentieller Anstieg der plasmatischen Nitritkonzentration nach L-Arginin 
Gabe in logarithmisch aufsteigenden Konzentrationen verzeichnet wurde. Bei einer 
L-Arginin-Konzentration von 3mM befand sich die Zunahme der Nitritkonzentration 
im mittleren Bereich des exponentiellen Wachstums. Die Inhibition der erythrozytären 
NO•-Produktion wurde durch die Zugabe des Substratanalogons L-N5-(1-Iminoethyl)-
ornithin (L-NIO) initiiert, welcher über das y+-System in den Erythrozyten (Closs et al., 
1997) gelangt. Die Inhibition der NO•-Produktion durch L-NIO ist im Gegensatz zu 
jener, die durch NG-monomethyl-L-arginin (L-NMMA), NG-nitro-L-arginine (L-NNA) 
und dessen Methylester (L-NAME) verursacht wird, irreversibel. Die eingesetzte 
Endkonzentration von 10µM erfolgte entsprechend Rees et al. (1990), McCall et al. 
(1991) und Imbrogno et al. (2001). L-Ornithin gelangt über das y+-System in den 
Erythrozyten (White und Christensen, 1982). L-Lysin (Angelo und Devés, 1994) wird 
dagegen über das y+L-System transportiert. Die physiologischen Konzentrationen 
der Aminosäuren L-Lysin und L-Ornithin betragen im Erythrozyten 177+5µM und 
271+18µM (Divino Filho 1997). Die eingesetzten Konzentrationen der Aminosäuren 
L-Ornithin (10mM) und L-Lysin (10mM) befanden sich im supraphysiologischen 
Bereich, um eine Blockierung der Aminosäuretransporter y+ und y+L und letztlich des 
L-Arginin Imports zu bewirken. Für die Beschriftung der Abbildungen wurden die zwei 
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verschiedenen Aminosäuren nicht einzelnen benannt, sondern nur mit 
„Aminosäuren“ bezeichnet. 
Die Untersuchungen zum Mechanismus der RBC-NOS-abhängigen Modulation der 
hämorheologischen Eigenschaften erfolgten durch die Zugabe von 
Phenazinmethosulfat (PMS; 25µM, 50µM und 100µM Endkonzentration), 
Wasserstoffperoxid (500µM und 1mM Endkonzentration) sowie 6-Hydroxy-2,5,7,8-
tetramethyl-choman-2-carocylic acid (Trolox; 100µM). PMS wird in Studien zur 
intrazellulären Produktion von Superoxid-Anionen eingesetzt. Die Superoxid-Anionen 
entstehen wenn das PMS Kation, welches zuvor durch NADPH reduziert wurde, 
durch Sauerstoff wieder reoxydiert wird (Nishikimi et al., 1972). Hebbel und Kollegen 
(1990) konnten zeigen, dass die Zugabe von PMS eine gesteigerte Membranrigidität 
zur Folge hat. Studien von Baskurt und Kollegen (1998a) belegen eine verminderte 
Verformbarkeit und veränderte Zellmorphologie nach Applikation von PMS. Dabei 
wurden Konzentration von 25, 50 und 100µM verwendet. Die Konzentrationen des 
eingesetzten Wasserstoffperoxid basieren auf der Studie von Watanabe und 
Kollegen (1990) und Baskurt und Kollegen (1997), in denen die Zugabe von 
Wasserstoffperoxid die Membranfluidität herabsetzte und morphologische 
Veränderungen der Erythrozyten hervor rief.   
Trolox ist ein wasserlösliches α-Tocopherol-Analogon, welches wie α -Tocopherol ein 
starkes Antioxidationsmittel ist (Barclay et al. 1985). Studien zeigen, dass Trolox als 
Peroxyl-Radikal Fänger fungiert (Wu et al., 1991) und in der Lage ist die basale als 
auch die induzierte H2O2-Bildung zu hemmen (Peus et al., 2001). Schlieve und Levin 
(2004) zeigten dies für Trolox-Konzentrationen von 1-100µM und so wurde in dieser 
Arbeit eine Trolox-Konzentration von 100µM verwendet um eine maximale Radikal 
abfangende Funktion zu erreichen. 
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Abbildung 4: Vereinfachte, schematische Darstellung des hypothetisierten L-Arginin/NO•-
Stoffwechselweges in humanen Erythrozyten. Illustriert wird die Wirkungsweise von extrazellulär 
applizierten Mediatoren wie L-NIO oder den Aminosäuren L-Ornithin und L-Lysin auf die erythrozytäre 
NO•-Produktion. (A) L-Arginin gelangt über die beiden Transport-Systeme y+ und y+L in den 
Erythrozyten. Intrazelluläres L-Arginin dient sowohl der RBC-NOS als auch der Arginase-I als 
Substrat. Arginase-I katalysiert die Umsetzung von L-Arginin zu L-Ornithin und Urea. Die RBC-NOS 
verwendet L-Arginin als Substrat für die Synthese von L-Citrullin und NO•. (B) Eine 
Konzentrationserhöhung des Substrates soll die NO•-Produktion steigern. (C) Der Inhibitor L-NIO 
lagert es sich and die Substratbindungsstelle der RBC-NOS und inhibiert über diesen Mechanismus 
die NO•-Produktion. (D) Hohe Konzentrationen der Aminosäuren verhindern den Import des 
extrazellulären L-Arginin und vermindern so – über die Minimierung des NOS Substrats – die NO•-
Produktion. 
 
2.7.2 Bearbeitung der Proben 
 
Die Erythrozyten wurden durch eine Zentrifugation bei 800xg für 10min von den 
sonstigen Blutzellen (Thrombozyten, Leukozyten) separiert und anschließend im 
autologen Plasma resuspendiert. Dazu wurde ein Hämatokrit von 40% eingestellt 
und final kontrolliert indem die Erythrozyten über Kapillarkräfte in Hämatokritröhrchen 
gezogen wurden. Nach Zentrifugation der Hämatokritröhrchen für 10min bei 1.000xg 
konnte der Hämatokrit-Wert über eine Schablone abgelesen werden. Die Blutproben 
der Probandenkohorten wurden keiner weiteren Zwischenbehandlung unterzogen, 
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sondern direkt für die jeweiligen Untersuchungen verwendet. Die biochemische 
Analyse der NO•-Bildung im Erythrozyten, die Untersuchung der rheologischen 
Parameter und der Konzentration der reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) in 
Abhängigkeit der NO•-Bildung, sowie die morphologischen Untersuchungen erfolgten 
nach Zugabe der unter 2.7.1 beschriebenen Reagenzien. Dazu wurden jeweils zehn 
Volumen des einzusetzenden Reagenzes zu 90 Volumen Vollblut gegeben, so dass 
eine ensprechende Verdünnung des eingesetzten Agenz von 1:10 (v/v; Agenz: 
Vollblut) erfolgte.  
In einem ersten Schritt wurde evaluiert zu welchem Zeitpunkt die applizierten 
Reagenzien in vitro wirksam wurden. Dazu erfolgte eine Inkubation mit den 
Reagenzien für 0, 5, 10, 15, 30 und 60min. Wie nachfolgend beschrieben (siehe 
3.3.1) wurde die höchste Wirksamkeit nach 30min beobachtet. Nachfolgend wurden 
alle Versuche mit einer Inkubationszeit von 30min in einem 37°C Schüttel-
Wasserbad durchgeführt.  
 
2.8 Detektion der RBC-NOS in humanen lysierten Erythrozyten 
mittels Immunoblot 
 
Zur Detektion der RBC-NOS in humanen Erythrozyten wurden 15ml Vollblut bei 
800xg und 4°C für 15min zentrifugiert. 5ml der sedimentierten Erythrozyten wurden 
abgenommen und in 10ml eines 4°C kalten Ammoniumchlorid-haltigen Puffer (0.15M 
NH4Cl / 10mM KHCO3 / 1mM EDTA + Complete Protease Inhibitor Cocktail) für 1 
Stunde auf Eis lysiert. Für die Proteinkonzentrationsbestimmung wurde der 
Roti®Nanoquant Assay – einem nach Bradford modifizierten Proteinassay – genutzt 
und eine Kalibrationsreihe mit bovinem Albuminserum (BSA) erstellt. Jede Probe und 
jeder Kalibrator wurde bei 590nm und 450nm im Spektrophotometer vermessen. Die 
Linearität ergab sich aus dem Quotient OD590/450. Der Quotient OD590/OD450 der 
eingesetzten Kalibratoren wurde gegen die eingesetzte Proteinmenge aufgetragen 
und daraus die Proteinmenge der zu untersuchenden Proben berechnet. In einem 
10% Polyacrylamidgel mit 1xTris-Gylcin-SDS (TGS) Puffer wurden max. 60µg 
Protein eingetragen und elektrophoretisch neben einem Proteinmarker (PageRuler® 
Plus) aufgetrennt. Der Transfer der aufgetrennten Proteine auf eine Polyvinylidine 
Fluoride Membran (Porengröße 0,45µm) erfolgte elektrophoretisch in 1xTris-Glycin 
(TG) Puffer. Zur Immundetektion wurde der antigenspezifische Primärantikörper 
Kaninchen Anti-eNOS/NOS Typ III (0,1µg/ml) und der sekundäre Peroxidase 
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konjugierte Ziege Anti-Kaninchen (0,4µg/ml) Markierungsantikörper eingesetzt. Nach 
Chemilumineszenz-Detektion mittels ECL Western Blot Substrat für 15min erfolgte 
die Dokumentation nach zweiminütiger Belichtungszeit durch das LAS-3000 
Bildgebungssystem.  
 
2.9 Detektion der NO•-Produktion in Erythrozyten mittels 
Elektronen-Spin-Resonanz Spektroskopie (ESR) 
 
2.9.1 Methodik 
 
Die Elektronen-Spin-Resonanz-Spektroskopie (ESR) ist eine physikalische 
Meßmethode, die Zugang zu Aspekten der Struktur, Molekül-und Gitterdynamik 
sowie Reaktionsdynamik von stofflichen Systemen bietet. Die ESR basiert auf der 
Absorption von Mikrowellenstrahlung durch ungepaarte Elektronen, die sich in einem 
von außen angelegten Magnetfeld befinden. Ungepaarte Elektronen haben aufgrund 
ihres Eigendrehimpulses, der auch als „Spin“ bezeichnet wird, ein magnetisches 
Moment. In einem äußeren Magnetfeld bestehen für ungepaarte Elektronen zwei 
Möglichkeiten der Spin- bzw. Magnetfeldorientierung. Der Grundzustand entspricht 
der Anziehung im äußeren Magnetfeld und wird als „parallel“, der angeregte Zustand 
ist durch Abstoßung im äußeren Magnetfeld gekennzeichnet und wird als 
„antiparallel“ bezeichnet (Zeemann-Aufspaltung). Man unterscheidet diamagnetische 
und paramagnetische Substanzen. Eine Substanz ist paramagnetisch, wenn sich die 
Elektronenspins nicht durch Spinpaarung gegenseitig aufheben. Nur in diesem Fall 
ist auch ein ESR-Signal zu beobachten. Die ESR-Spektroskopie hat eine 
Nachweisgrenze von etwa 10-9mol/l (bezogen auf paramagnetische Zentren), und die 
Zeitauflösung liegt typischerweise im Bereich von 10–100ns. Bei einer Reihe von 
Prozessen treten intermediäre Spezies (meist Radikale wie NO•) mit sehr kurzer 
Lebensdauer auf. Obwohl die hochauflösende ESR eine der zuverlässigsten 
Methoden für die direkte Messung von NO• in biologischen Prozessen repräsentiert 
(Harrison, 1997; Kalyanaraman, 1996) ist sie für diese Untersuchungen jedoch zu 
langsam. In diesem Fall kann man sich einer Variante der Sondentechniken 
bedienen, bei der eine sogenannte Spinfalle (engl. spin trap) in das System 
eingebracht wird, die die kurzlebigen Radikale abfängt (Berliner, 1976). Zu den NO•-
Spinfallen gehören das hydrophile Eisen-N-methyl-D-glucamin-Dithiocarbamate; 
(Fe(MGD)2) und das hydrophobe Eisen-Diethyldithiocarbamat (Fe(DETC)2) 
(Nedeianu und Páli, 2002). Diese Fallen werden für die selektive Detektion und 
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Quantifizierung von geringen NO•-Mengen in Lösungen, Zellen oder tierischen sowie 
pflanzlichen Geweben eingesetzt (Vanin et al., 1984; Lai und Komarov, 1994; Vanin 
et al., 1999; Vanin et al., 2004), wobei ein paramagnetischer Mononitrosyl-Eisen2+-
Dithiocarbamat-(MNIC)-Komplex entsteht. Dieser weist im ESR Spektrum eine 
charakteristische Tripletthyperfeinaufspaltung auf (Abb. 5). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 5: Charakteristisches ESR Spektrum des MNIC-Komplexes (nach Kleschyov et al., 
2000). 
 
2.9.2 Probenaufarbeitung 
 
Die Detektion des erythrozytär gebildeten NO• erfolgte nach der unter 2.6 und 2.7 
beschriebenen Probenbehandlung mit L-NIO. Zu den Inkubationsansätzen wurden 
jeweils 50µM (Endkonzentration) Eisensulfat und 5mM (Endkonzentration) 
Diethyldithiocarbamat (DETC) gegeben. Diese beiden Agenzien bilden zusammen 
eine hydrophoben Fe-(DETC)2 Komplex, der als Spinfalle fungiert und der Detektion 
von membran- respektive zytoskelettassoziiertem NO• dient (Stoclet et al., 1999; 
Nedeianu und Páli, 2002). Die Blutproben wurden zusammen mit der Spinfalle für 
30min im 37°C Wasserbad inkubiert. Nach Zentrifugation für 10min bei 800xg und 
4°C wurden der Plasmaüberstand, die Leukozyten und Thrombozyten verworfen. 
Jeweils 400µl Erythrozytenkonzentrat wurden in eine 1ml Spritze pipettiert und 
verschlossen. Die Proben wurden sofort in flüssigem Stickstoff schock gefroren und 
in diesem bis zur Messung gelagert. Die ESR-Messapparatur bestand aus einem 
Bruker Elexsys 580 Spektrometer, welches im X-Band, also mit einer 
Mikrowellenfrequenz von etwa 9,41 GHz arbeitet und mit einem hochsensitiven 
Probenkopf (V2.0) ausgestattet ist. Die Messungen erfolgten bei einer Temperatur 
von 77°K. Die ESR-Spektren wurden im Durchschnitt mit 30 Scans und einer Sweep 
time von 83s, einer Zeitkonstante von 81,92ms, einer Modulationsamplitude von 
0,5mT, einer Modulationsfrequenz von 100KHz und 10,65mW Mikrowellenenergie 
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bei einer Frequenz von 9,4004 GHz aufgenommen. Der Scanbereich betrug 500 
Gauss, zentriert bei 3352,8 Gauss (g=2,0040). Die gefrorenen Proben wurden zur 
Messung in eine ESR Quartz Kapillare mit einem inneren Durchmesser von 3mm 
platziert. 
 
2.10 Bestimmung der erythrozytären Nitritkonzentration anhand 
reduktiver Gasphasen-Chemilumineszenz-Detektion (CLD)4 
 
2.10.1 Methodik 
 
Im Vergleich zur ESR Messung ist der indirekte Nachweis der erythrozytären NO•-
Produktion über die Detektion der erythrozytären Nitritkonzentration via reduktiver 
Gasphasen-Chemilumineszenzdetektion (CLD) schneller und unkomplizierter. Die 
CLD Apparatur (Abb. 6) zeichnet sich durch eine hohe Sensitivität mit einer 
qualitativen Nachweisgrenze von 1nM (Grau et al., 2007; Hendgen-Cotta et al., 
2008) verbunden mit einer Selektivität für NO• in flüssigen oder gasförmigen Proben 
aus.  
Probenaufgabe
Trägergas
Wasser 
60°C
Reduktionsmittel
Wasser 4°C NaOH-Falle
Eis
Barometer NO• Chemilumineszenz Analysator
Ozon-
generator
Reaktionszelle
Verstärker
Photo-
multiplier
Datenaufzeichnung
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 6: Schematische Darstellung der reduktiven Gasphasen-Chemilumineszenz 
Apparatur.  
 
Die Probe wird in ein 40ml doppelwandiges Glasgefäß aufgegeben, in der sich eine 
saure triiodidhaltige (11mM Jod, 48mM Natriumiodid) Lösung befindet. Die Reduktion 
des Proben-Nitrits zu NO• erfolgt in mehreren Schritten, wobei die 
Reduktionsgeschwindigkeit durch die kontinuierliche Umspülung des Glasgefäßes 
                                                 
4 Eine ausführliche Darstellung der Methoden zur Messung der NO• Reaktionsprodukte in 
verschiedenen biologischen Medien und den daraus resultierenden Konzentration der jeweiligen 
Analyte wurde bereits veröffentlicht. Die entsprechenden Literaturangaben: 
- Grau, M., Hendgen-Cotta, U. B. et al. 2007. J. Chrom. B., 851, 106-123. 
- Hendgen-Cotta, U. B., Grau, M. et al. 2008. Meth. Enzymol. 441, 295-315. 
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mit 60°C warmen Wasser erhöht wird. In einem ersten Schritt wird Nitrit zum 
Nitrosonium-Ion (NO+) konvertiert (equation 1) 
 
NO2− +2H+            NO+ +H2O               Eq. 1 
 
Dieses gebildetete NO+ assoziiert über ein Nitrosyl-Iodid Intermediat (ONI) zu NO• 
(equation 2 + 3).  
 
NO+ +I−            ONI                 Eq. 2 
2ONI                2NO• + I2                Eq. 3 
 
Das aus der Reaktion hervorgehende NO• wird über ein NO• inertes Trägergas, wie 
Helium, und eine dem Abfangen höherer Stickoxide dienenden NaOH-Falle (1M)  in 
den NO•-Analysator (ECO Physics, Schweiz) transportiert. Dort reagiert NO• mit 
Ozon (O3) zu Stickstoffdioxid, wobei die Elektronen in einen angeregten Zustand 
übergehen. Erreichen die Elektronen ihren Grundzustand wieder wird dabei Energie 
in Form von Photonen frei. Dieses Licht, das in den roten und infraroten Bereich des 
Lichtspektrums (λ=640–3000nm) strahlt, wird von einem Photomultiplier 
aufgenommen, verstärkt und als elektrisches Signal dargestellt. Dabei ist das 
emittierte Licht linear proportional zur NO•-Menge in der analysierten Probe.   
 
2.10.2 Probenaufarbeitung 
 
Die Probe (siehe Aufarbeitung 2.6 und 2.7) wurde bei 5000xg und 4°C für 1min 
zentrifugiert. Die sedimentierten Erythrozyten wurden im Verhältnis 5:1 (v/v; 
Erythrozyten: Stabilisierungslösung) in eine Nitrit stabilisierende Lösung gegeben 
(Dejam et al., 2005; Pelletier et al., 2006). Diese Lösung besteht aus 0,8M 
Ferricyanid, 0,1M N-Ethylmaleimid (NEM) und Nonidet P-40 (NP-40; 10% am 
Gesamtvolumen). Ferricyanid reagiert mit Hämoglobin zu Methämoglobin und 
verhindert so die Umwandlung von Nitrit zu Nitrat oder Nitrosylhämoglobin. NEM ist 
ein Thiol-alkylierendes Agenz und verhindert eine S-nitrosylierung der freien SH 
Gruppen. NP-40, ein zytosolisches Agenz, erlaubt dem Ferricyanid den „Zugang“ 
zum Zytosol sobald die erythrozytäre Membran aufgebrochen ist (Pelletier et al., 
2006). Die mit der Stabilisierungslösung versetzten Proben wurden in flüssigem 
Stickstoff schockgefroren. Die Proteine in der Probe wurden im Verhältnis 1:1 mit      
-20°C kaltem Methanol präzipitiert. Die präzipitierten Proteine wurden mittels 
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Zentrifugation bei 20.000xg und 4°C für 15min sedimentiert. Injiziert wurden 100µl 
des zu messenden Probenüberstandes mit einer gasdichten Spritze durch eine 
Kunststoffmembran in das Glasgefäß. Dabei wurde jede Probe mindestens drei Mal 
aufgegeben. 
Die Datenaufnahme erfolgte mittels der Software ChromStar light (SCPA, Weyhe-
Leeste, Deutschland), wobei die Größe des Signals als Fläche unter der Kurve 
bestimmt wurde. Die Fläche der gemessenen Proben konnte anhand einer mit 
wässrigen Nitritverdünnungen erstellten Kalibrationskurve zur 
Konzentrationsbestimmung umgerechnet werden. Ebenfalls wurde der Nitritgehalt 
der Nitritstabilisierungslösung, des Methanols und der Reagenzien, die wie unter 2.7 
beschrieben zum Blut gegeben wurden, bestimmt und später im entsprechenden 
Verhältnis von der Gesamtnitiritkonzentration subtrahiert. 
 
2.11 Bestimmung der hämorheologischen Parameter mittels Laser-
assisted-optical rotational cell Analysator (LORCA) in vitro 
 
2.11.1 Methodik 
 
Die Methode des Laser-assisted-optical rotational cell Analysators (LORCA) dient 
der Bestimmung der beiden hämorheologischen Parameter Verformbarkeit und 
Aggregation. Im Wesentlichen besteht das LORCA Messsystem (Abb. 7) aus einem 
5mW Helium-Neon Laser, einem thermoregulierten Zylinder-System, einem 
Stufenmotor und einer an einem Computer angeschlossenen Videokamera. Das Blut 
wird zur Messung in den äußeren rotierenden Glas-Zylinder, auch als Cup 
bezeichnet, pipettiert. In der Mitte des Cups befindet sich ein statischer 
Metallzylinder, auch Bob genannt. Die Bestimmung der Erythrozyten-Aggregation 
(Syllectometrie) und –Verformbarkeit (Ektazytometrie) erfolgte über zwei 
unterschiedliche Messprinzipien, die nachfolgend erklärt werden.  
                                               
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
1 
1
2
3
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Abbildung 7: Fotografie der LORCA-Messeinheit. Die Pfleile 
in der Darstellung deuten auf den Laser (1), sowie die beiden 
zylindrischen Einheiten Cup (2) und Bob (3). 
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2.11.1.1 Messung der Ektazytometrie 
 
Zur Detektion der erythrozytären Verfombarkeit (Abb. 8) ist der Laser auf einen 
Spiegel gerichtet, wird von dort reflektiert und durchquert die Erythrozyten in der 
Probe. Dadurch verändert sich die Beugung des Lichtes und das resultierende 
Diffraktionsmuster wird auf eine Membran projeziert. Dieses Diffraktionsmuster ist bei 
ruhenden Erythrozyten rund und wird elliptisch sobald Scherkräfte auf die Zellen 
einwirken und eine Formveränderung verursachen (Pfafferott und Volger, 1985). Die 
Projektionsmembran ist mit einer Millimeter-Kalibrationsleiste versehen, die eine 
Vermessung der beiden Zell-Radi a und b ermöglicht. Als Maß der Verformbarkeit 
wird von insgesamt 50 Aufnahmen aus den beiden Radi der Elongationsindex und 
der dazugehörigen Standardabweichung berechnet (Equation 4). 
 
Laser Diode
Visköse Blutprobe
Spiegel
Metalzylinder: Bob
Glaszylinder: Cup
Foto-Diode Projektions-
Membran
Kamera
 
 
 
  
 
 
 
  
Abbildung 8: Schematische Darstellung des Verformbarkeit-Messprinzips. 
 
 
 
 
(A) 
(B) 
 
EI = (a-b) / (a+b) Eq. 4 
 
 
Der Elongationsindex wird bei neun verschiedenen Scherraten (0,3, 0,47, 0,72, 1,12, 
1,73, 2,68, 4,16, 6,45 und 10 Pa) errechnet und graphisch als Verformbarkeitskurve 
dargestellt (Abb. 9). 
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Abbildung 9: Schematische Darstellung der Erythrozyten-Verformung in Abhängigkeit der 
Scherrate. Der korrespondierende Elongationsindex ist dabei über die Scherrate aufgetragen. 
 
 
2.11.1.2 Messung der Syllectometrie 
 
Während der Syllectometrie (Abb. 10) trifft der Laserstrahl auf den im Bob montierten 
Spiegel und wird von dort auf die Blutprobe abgelenkt. Dabei wird ein 
Rückstreuungsmuster erzeugt, welches von den ebenfalls im Bob befindlichen Foto-
Dioden aufgefangen und in ein elektrisches Signal umgewandelt wird.  
 
Foto-Diode
Laser-Diode
Blut
Abfluss
Spiegel
Metalzylinder: Bob
Glaszylinder: Cub
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 10: Schematische Darstellung des Aggregations-Messprinzips. 
 
Die Aggregationsmessung gliedert sich in vier Phasen (Abb. 11). (I) Initial wirken von 
außen für 3sec Scherkräfte mit 500 1/sec auf die Erythrozyten, die eine Verformung 
und Ausrichtung in Flussrichtung bewirken. (II) Sobald der Motor in der Erholungs-
Phase stoppt und die Scherkräfte aussetzen, kehren die Erythrozyten in ihre 
bikonkave Form zurück. Diese Phase wird von einem exponentiellen Anstieg des 
zurückgeworfenen Lichtes begleitet. (III) Anschließend aggregieren die Erythrozyten 
geldrollenartig (Rouleaux), was zu einem exponentiellen Abfall des 
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zurückgeworfenen Lichts führt. (IV) Auf die Rouleaux-Formation folgt eine langsame 
Aggregationsphase, in der sich dreidimensionale Strukturen bilden.  
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Abbildung 11: Schematische Darstellung des Syllektogramms (Aggregationskurve).  
 
Anhand des erfassten Rückstreuungsmusters kann eine Vielzahl an 
Aggregationsparametern bestimmt werden. Zu den wichtigsten Parametern gehören 
die in dieser Arbeit ermitteltelte und nachfolgend beschriebene Halbreaktionszeit t ½ 
(sec), der Aggregationsindex (%) sowie die Disaggregations-Scherrate (1/sec). 
Die kinetischen Aspekte der Aggregation werden durch die Zeitkonstante t ½ 
beschrieben. t ½ ist die Zeit, die von dem Zustand in Disaggregation, also minimalem 
Zell-Zell-Kontakt der Erythrozyten, bis zu 50% des maximal aggregierten Zustandes 
(kleinste Rückstreuung, zum Zeitpunkt tAI) vergeht. Je kleiner t½ ist, desto schneller 
aggregieren die Erythrozyten. Sie wird in Sekunden (sec) angegeben. 
Der Aggregationsindex (AI) gibt das Verhältnis zweier Flächen zueinander an. Wie in 
Abbildung 11 zu sehen, beschreibt der AI den Quotienten aus dem Integral über der 
Aggregationskurve bis zum Zeitpunkt t AI und dem Integral unter der Kurve bis zum 
Zeitpunkt t AI. Der AI wird in Prozent angegeben. Die Werte steigen, je schneller die 
Aggregationskurve abfällt, je kleiner also t ½ ist.  
Die Disaggregations-Scherrate repräsentiert die maximale Rückstreuung des Laser-
Lichtes. Dieser Zustand ist bei maximaler Disaggregation erreicht. Je größer die 
Scherkraft ist, die aufgewendet werden muss um die Erythrozyten in einem 
disaggregierten Zustand zu bringen und zu halten, desto stärker sind die 
Aggregationskräfte. Der Wert wird in der Einheit 1/sec angegeben. 
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2.11.2 Versuchsdurchführung 
 
2.11.2.1 Messung der erythrozytären Verformbarkeit in vitro 
 
Für die Verformbarkeitsuntersuchung wurde ein Volumen von 500µl antigoaguliertem 
Blut verwendet und die unter 2.7 beschriebenen Reagenzien in einem Verhältnis von 
1:10 (v/v; Reagenz/Vollblut) hinzugefügt. Nach einer 30-minütigen Inkubation in 
einem 37°C Wasserbad wurden 25µl jeder Probe zu je 5ml einer auf 37°C 
vorgewärmten 0,14mM Polyvinylpyrrolidon (PVP) Lösung gegeben. Dieses visköse 
Medium mit einer Osmolarität von 31mPa*sec diente der Erhöhung der auf die Probe 
ausübbaren Scherkraft. Die Blutprobe verhält sich dadurch während der 
computerkontrollierten Messung annähernd wie eine Newtonschen Flüssigkeit. Für 
die eigentliche Messung wurde ein Volumen von 1ml der hergestellten Blut-PVP-
Suspension zwischen Bob und Cup pipettiert und mittels Rotation des letzteren 
definierten Scherraten ausgesetzt. Insgesamt wurde der Elongationsindex von neun 
Scherraten berechnet (siehe 2.11.1.1). 
  
2.11.2.2 Messung der erythrozytären Aggregation in vitro  
 
Voraussetzung für die Aggregationsmessung ist der maximal oxygenierte Zustand 
der Blutprobe. Ein Volumen von 3ml antigoaguliertem Blut wurde mit den unter 2.7 
beschriebenen Reagenzien in einem Verhältnis von 1:10 (v/v; Reagenz/Vollblut) 
gemischt, in ein Zentrifugenröhrchen pipettiert, auf eine Rollbank platziert und für 
30min oxygeniert. 1ml der vorbereiteten Probe wurde für die Bestimmug der 
Aggregationsparameter zwischen die beiden Zylinder pipettiert, das für die Probe 
charakteristische Syllektogramm ermittelt und die Aggregationsparameter abgelesen. 
 
 
2.12 Bestimmung des oxidativen Status und des endogenen 
Inhibitors NG, NG-dimethyl-L-Arginin  
 
Für eine möglichst umfassende Dokumentation des oxdidativen Status im 
Erytzrozyten und des endogenen NOS-Inhibors NG, NG-dimethyl-L-Arginin  (ADMA) 
wurde nach der unter 2.6 und 2.7 beschriebenen Probenbehandlung zunächst der 
GSH/GSSG Ratio als Maß für den oxidativen Status (2.12.1) bestimmt. Im Anschluß 
erfolgte die genaue Untersuchung der einzelnen ROS Spezies (2.12.2 – 2.12.3) 
sowie der plasmatischen ADMA-Konzentration (2.12.4). Hierzu wurde die Blutprobe 
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für 1min bei 5000xg und 4°C zentrifugiert. Der Plasmaüberstand wurde für die 
Detektion der Wasserstoffperoxid-Konzentration und des ADMA verwendet und dazu 
in flüssigem Stickstoff schock gefroren und bis zur Messung bei -20°C gelagert. Für 
die Messung der Superoxid-Anionen und der GSH Konzentration wurden die 
Erythrozytenkonzentrate ebenfalls in flüssigem Stickstoff schock gefroren und bei -
20°C gelagert. Um den Gehalt an GSSG in den Erythrozyten bestimmen zu können 
musste das GSH in der Probe zunächst abgefangen werden. Dazu wurde ein 
Volumen von 15µl 1-methyl-2-vinylpyridinium trifluoromethane-sulfonate (M2VP) zu 
100µl Erythrozytenkonzentrat gegeben bevor die Probe ebenfalls schock gefroren 
und bis zur Messung  bei -20°C gelagert wurde. 
 
2.12.1 Messung der GSH/GSSG Ratio  
 
Glutathion, ein Tripeptid mit einer Sulfhydrylgruppe, ist ein Aminosäurederivat mit 
mehreren wichtigen Funktionen. Zum Beispiel schützt Glutathion, das in tierischen 
Zellen in hoher Konzentration vorliegt (~5mM), die Erythrozyten vor 
Oxidationsschäden, indem es als Sulfhydrylpuffer wirkt. Es wechselt zwischen einer 
reduzierten Thiolform (GSH) und einer oxidierten Form (GSSG), in der zwei 
Tripeptide über eine Disulfidbindung verknüpft sind. GSSG wird von der Glutathion-
Reduktase, einem Flavoprotein mit NADPH als Elektronendonor, wieder zu GSH 
reduziert. Glutathion spielt eine wichtige Rolle bei der Entgiftung, denn es reagiert mit 
Wasserstoffperoxid und organischen Peroxiden, den schädlichen Nebenprodukten 
der aeroben Lebensweise (siehe equation 5). 
 
                            2 GSH + RO-OH        GSSG + H2O + ROH    Eq. 5 
 
Das Enzym, das diese Reaktion katalysiert ist die Glutathion-Peroxidase. Sind die 
Zellen einem erhöhten oxidativen Stress ausgesetzt, so sinkt die Ratio von GSH zu 
GSSG aufgrund einer GSSG Akkumulation.  
Der für die Messung des GSH/GSSG Ratios eingesetzte Assay verwendet die von 
Tietze (1969) eingeführte enzymatische Methode zur quantitativen Bestimmung von 
reduziertem und oxidiertem Glutathion. Das Ellman´s Reagenz (5,5´-dithiobis-2-
nitrobenzoic acid; DNTB) reagiert mit GSH und bildet ein bei 412nm 
spektrophotometrisch detektierbares Produkt.  Die Detektion von GSSG erfolgt nach 
Reduktion zu GSH, welches wiederrum mit dem Ellman´s Reagenz reagiert.  
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Zur Bestimmung von GSSG in humanen Erythrozyten wurden 290µl einer kalten 5% 
igen Metaphophorsäure (MPA)-Lösung zu der aufgetauten Probe gegeben. Die 
Suspension wurde gemischt und anschließend  für 10min bei Raumtemperatur und  
mindestens 1.000xg zentrifugiert. 50µl des MPA Extraktes wurde zu 700µl GSSG 
Puffer (NaPO4, EDTA; Konzentrationen nicht angegeben) gegeben und die Probe 
wurde bis zur spektrophotometrischen Messung auf Eis gelagert. Für die 
Bestimmung des Gesamt-GSH Gehalts (GSHt) wurden 350µl kalte 5% MPA-Lösung 
zu 50µl Erythrozytensuspension gemischt. Die Suspension wurde anschließend  für 
10min bei Raumtemperatur und  mindestens 1.000xg zentrifugiert. 50µl des MPA 
Extraktes wurde zu 3ml Assay Puffer (NaPO4, EDTA, dH2O, Konzentrationen nicht 
angegeben) pipettiert und bis zur spektrophotometrischen Messung auf Eis gelagert. 
In der nachfolgenden Messung wurde mit den oben beschriebenen Proben, dem 
Blank-Korrekturwert (50µl 5% iger MPA-Lösung in 700µl GSSG Puffer), sowie den im 
Kit enthaltenen Standards (0, 0,05, 0,125, 0,25, 0,75, 1,5µM GSSG entsprechend 0, 
0,1, 0,25, 0,5, 1,5, 3µM GSH) gleichermaßen verfahren. Jeweils 200µl der Probe 
bzw. des Blanks oder Standards wurde in eine 1ml Küvette pipettiert. Nach Zugabe 
von 200µl des Chromogens DTNB sowie 200µl des Enzyms Glutathion Reduktase 
wurde die Probe zunächst gemischt und dann für 5min bei Raumtemperatur im 
Dunkeln inkubiert. Anschließend wurden 200µl NADPH, als Elektronendonor für die 
Glutathion Reduktase, zu der Probe gegeben und die Absorptionsänderung bei 
412nm für 3min aufgenommen.  
Die Berechnung der GSHt und GSSG Konzentrationen sowie der GSH/GSSG Ratio 
erfolgte in vier Schritten. Zuerst wurde die Reaktionsrate bestimmt. Anschließend 
wurden die Kalibrationskurven erstellt, die Konzentrationen der Analyte und letztlich 
die GSH/GSSG Ratio berechnet. Die Ermittlung der Reaktionsrate wurde als 
Absorptionsänderung bei 412nm als lineare Funktion aufgetragen und entsprach der 
GSH Konzentration im Reaktionsansatz. Dabei wurde die folgende Gleichung zur 
Berechnung verwendet (equation 6): 
            Eq. 6 
 
Absorbtion412nm/min =  
Steigung der Geraden * 3 min + Schnittpunkt mit der y-Achse 
3min 
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Die Sechs-Punkte Kalibrationskurve konnte für die Bestimmung sowohl der GSHt als 
auch der GSSG Konzentration herangezogen werden. Zunächst musste allerdings 
die Nettorate der Absorptionsänderung412nm/min bestimmt werden, welche die 
Absorptionsänderungen, die durch den Blank-Wert hervorgerufen werden, 
berücksichtigt. Hierzu wurde die Absorptionsänderung412nm/min des Blanks von 
denen der Kalibrationen und Proben subtrahiert. Anschließend wurde eine 
Regressionsgerade für die Kalibratoren erstellt, bei der die Nettorate über die 
Konzentration aufgetragen wurde. Da die GSSG Konzentration verglichen mit der 
GSHt Konzentration im Reaktionsansatz viel kleiner war, wurden nur ausgewählte 
Daten für die Regressionsgerade eingesetzt. Für GSHt war dies eine Drei-Punkt-
Regressionsgerade mit den Konzentrationen 0, 1,5 und 3µM. Im Falle von GSSG 
wurden die Daten der Konzentrationen 0, 0,1, 0,25 und 0,5µM verwendet. Die 
Berechnung der GSHt und GSSG Konzentrationen in den gemessenen Proben 
erfolgte anhand der ermittelten Regressiongleichungen, die in den Gleichungen 7  
und 8 beschrieben werden können: 
                 Eq 7 
 
GSHt (µM) =                  * Verdünnungsfaktor (488)    
NettorateProbe – Schnittpunkt mit der y-AchseKalibrator 
SteigungKalibrator  
 
      Eq 8 
 
GSSG (µM) =        * Verdünungsfaktor (30)  
NettorateProbe – Schnittpunkt mit der y-
AchseKalibrator 
SteigungKalibrator  
 
Die GSH/GSSG Ratio wird dann berechnet (equation 9), indem die Differenz 
zwischen der Gesamt-GSH-Konzentration und der GSSG Konzentration durch die 
GSSG Konzentration dividiert wurde. 
 
Ratio =              Eq. 9 
GSHt - GSSG 
GSSG  
 
 
 
 
 
 45
2. MATERIAL UND METHODEN 
 
2.12.2 Messung der Superoxid-Anionen 
 
Das Superoxid-Anion ist ein kurzlebiges Radikal, das entsteht wenn ein Elektron auf 
Sauerstoff übertragen wird. Es wird u.a. als Antwort auf Umwelteinflüsse, wie z.B. UV 
Licht, Nikotinabusus oder durch Oxidasen wie die Xanthin Oxidase oder NADPH 
Oxidase gebildet. O2•⎯ attackiert zelluläre Komponenten, wodurch Proteine und / oder 
DNA geschädigt werden. Dies führt zur Initiation verschiedener Krankheiten, darunter 
Diabetes mellitus, rheumatoide Arthritis oder Schädigungen des zentralen 
Nervensystems.  
Die Detektion der Superoxid-Anionen erfolgte über die Messung der 
Chemilumineszenz, die  bei der Oxidation von Luminol durch Superoxid-Anionen frei 
wird (Thorpe und Kricka, 1986; Archer et al., 1989; Halliwell und Whiteman, 2004). 
Für das Superoxid Anionen Assay Kit wurden 1x106 Erythrozyten pro Ansatz 
eingesetzt. Dazu wurde zunächst der Hämatokrit des und 2.12 gewonnenen 
Erythrozytenkonzentrates mit 84-85% bestimmt. Ausgehend von einer zwischen 
Männern und Frauen gemittelten Erythrozytenkonzentration von 5,2x106/µl im 
Vollblut musste das Erythrozytenkonzentrat 1:1.000 mit Phosphat-gepufferter 
Salzlösung (PBS) verdünnt werden. In eine für Chemilumineszenzmessung 
geeigneten 96-Well Platte (NUNC) wurden jeweils 90µl Assay Puffer sowie 5µl 
Enhancer Löung zur Verstärkung des Luminol Signals und 5µl Luminol zu 100µl der 
verdünnten Probe pipettiert. Die Triplet-Ansätze wurden 5sec bei 300rpm gemischt 
und für 20min im Dunkeln bei Raumtemperatur inkubiert. Die Messung erfolgte im 
FluoStar Optima, bei kontinuierlichen 25°C. Die resultierenden Lumineszenz 
Intensitäten sind als arbitrary units (AU) angegeben. Neben den Proben wurden als 
Blank noch die Lumineszenz von PBS gemessen. Dieser Wert wurde von den 
Werten der gemessenen Proben subtrahiert. 
 
2.12.3 Messung der Wasserstoffperoxid-Konzentration  
 
Die Bestimmung der Wasserstoffperoxid-Konzentration erfolgte mit Hilfe des 
Amplex® Red Hydrogen Peroxide Kits. Dieser Assay arbeitet mit dem Amplex Red 
Reagenz 10-acetyl-3,7-dihydroxyphenoxazine, welches in Kombination mit der 
Horseradish Peroxidase (HRP), dem pflanzlichen Hämenzym aus den Krenwurzeln, 
Wasserstoffperoxid in biologischen Proben detektiert. In Anwesenheit der HRP 
reagiert das Reagenz mit Wasserstoffperoxid in einer 1:1 stöchiometrischen 
Reaktion und produziert ein rot fluoreszierendes Produkt namens Resorufin. Wie 
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unter 2.12 beschrieben wurde für der Plasmaüberstand für die Messung der 
Wasserstoffperoxid Konzentration verwendet. Erythrozyten kamen für die Messung 
nicht in Betracht, da sich die Absorptionsmaxima von Resorufin (571nm) und 
desoxygenierten Erythrozyten (555nm; Berger et al., 1973) überschneiden.  
Vor der Untersuchung der Plasma-Proben wurde eine Wasserstoffperoxid-
Kalibrationsreihe mit den Konzentrationen 0, 1, 2, 3, 4 und 5µM hergestellt. Die 
Untersuchung der Proben und der Kalibrationslösungen erfolgte in Triplet-Ansätzen. 
Dazu wurde ein Volumen von 50µl in jede Vertiefung einer 96-well Platte pipettiert. 
Zu jeder Probe bzw. jedem Kalibrator wurden nun 50µl einer 0,25M 
Natriumphosphat-gepufferten Arbeitslösung gegeben (darin 10µM Amplex Red 
Reagenz und 4U/µl HRP). Die Proben wurden für 30min im Dunkeln bei 20°C 
inkubiert. Im Anschluss wurde die Absorption der Proben und der 
Kalibrationslösungen bei 560nm im Spektrophotometer gemessen. Zur Berechnung 
der Wasserstoffperoxid-Konzentration in den Proben wurde zunächst der Mittelwert 
der Triplet-Ansätze gebildet. Anschließend wurde die Absorption des Nullwertes der 
Kalibrationsreihe von jedem Kalibrationswert und jeder Probe abgezogen. Die 
korrigierte Absorption der Kalibrationsreihe wurde gegen die Konzentration der 
Kalibratoren aufgetragen und die Regressionsgerade errechnet. Die Konzentration 
der Proben wurde mit Hilfe der Gleichung 10 (equation 10) berechnet. 
 
 
H2O2 (µM) =                  Eq. 10 
Korrigierte AbsorptionProbe – Schnittpunkt mit der y-Achse  
Steigung  
 
2.12.4 Messung der NG, NG-dimethyl-L-Arginin Konzentration  
 
Der Test basiert auf der Methode des kompetitiven Enzymimmunoassays. Zur 
Vorbereitung wird das zu untersuchende Plasma mit einem Derivatisierungsreagenz 
zur Kopplung des enthaltenen ADMA versetzt. Anschließend wird die derivatisierte 
Probe mit einem polyklonalen ADMA-Antiserum in einer mit ADMA-Derivat (Tracer) 
beschichteten ELISA-Platte inkubiert. Während der Inkubation kompetitiert das 
Zielantigen in der Probe mit dem an die Platte gebundenen Tracer um die Bindung 
der polyklonalen Antikörper. Hierbei verdrängt das Zielantigen in der Probe den 
Antikörper aus der Bindung an den Tracer. Daher ist die Konzentration des an den 
Tracer gebundenen Antikörpers umgekehrt proportional zu der Konzentration des 
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Zielantigens in der Probe. Beim zweiten Inkubationsschritt wird ein Peroxidase 
markierter Sekundärantikörper zugegeben, der an die polyklonalen Anti-ADMA 
Antikörper bindet. Nach einem Waschschritt zur Entfernung ungebundener 
Komponenten wird das Peroxidasesubstrat Tetramethylbenzidin (TMB) zugegeben. 
Die Enzymreaktion wird durch Zugabe von Säure abgestoppt. Dadurch erfolgt ein 
Farbumschlag von blau nach gelb. Die entstandene chromogene Verbindung wird 
photometrisch bei 450nm gemessen. Die Intensität der Farbe ist umgekehrt 
proportional zur Konzentration des gemessenen Analyten, d.h. mit steigender 
Konzentration von ADMA in der Probe reduziert sich die Konzentration der an den 
Biotintracer gebundenen Antikörper und das Signal nimmt ab. Parallel dazu wird eine 
Standardkurve -Optische Dichte (Absorption bei 450nm) versus 
Standardkonzentration -erstellt, aus der die Konzentrationen der Proben ermittelt 
werden. 
 
2.13 Morphologische Untersuchungen der Erythrozyten nach 
Zugabe der untersuchten Reagenzien 
 
Um den Einfluss der eingesetzten Reagenzien auf die Morphologie des Erythrozyten 
zu untersuchen wurden nach der unter 2.6 und 2.7 beschriebenen Behandlung und 
Inkubation der Proben jeweils 3µl Probe auf den äußeren Rand eines Objektträgers 
pipettiert. Mit Hilfe eines Deckglases wurde die Blutprobe entlang des Objektträgers 
gleichmäßig verteilt. Nach dem Trocknen wurde ein Tropfen Aquatex® auf die Mitte 
des Ausstriches getropft und ein Deckglas vorsichtig auf die Probe gesetzt. Die 
Objektträger mit dem Eindeckmedium wurden über Nacht bei Raumtemperatur 
getrocknet und im Anschluss unter dem Mikroskop bei einer 1.000-fachen 
Vergrößerung unter zuhilfenahme von Immersionsöl fotografiert. Die Erythrozyten 
wurden PC unterstützt unter Anwendung der Software FIJI 
(Bildbearbeitungsprogramm basierend auf Image J) in ihrer Länge und Breite 
vermessen. Insgesamt wurden pro Ansatz 50 Erythrozyten ausgewertet.   
 
 
2.14 Isolation der Gesamt-RNA aus humanen Erythrozyten 
 
Um den Genexpressions-Status der RBC-NOS bei den untersuchten Probanden 
ermitteln zu können, musste zunächst die RNA aus humanen Erythrozyten 
gewonnen werden. Hierzu wurde das PAXgene Blood RNA Kit verwendet. Da dieses 
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Kit jedoch für die Isolation der Gesamt RNA aus humanem Vollblut und nicht aus 
Erythrozyten entwickelt wurde, mussten die Volumina der zu verwendenden Puffer 
an die im Vergleich zum Vollblut erhöhte Hämoglobinkonzentration der 
Erythrozytensuspension angepasst werden um ein Verstopfen der Säulen durch 
Hämoglobin zu verhindern. Für die Isolation der Gesamt-RNA aus humanen 
Erythrozyten wurde das nachstehende Protokoll etabliert. Zur Separation der 
Erythrozyten wurde zunächst 10ml heparinisiertes Vollblut (5U Heparin /ml Vollblut) 
vorsichtig in eine 20ml Spritze überführt, von der zuvor der Stempel entfernt wurde 
und deren Spitze verschlossen wurde. Das ganze System wurde dann in ein 50ml 
Zentrifugenröhrchen gestellt und mit Parafilm verschlossen. Nach Separation der 
Blutbestandteile bei 800xg für 4°C und 15min wurden der Plasmaüberstand und die 
in der Zwischenphase lokalisierten Leukozyten und Thrombozyten abgenommen. 2,5 
ml der sedimentierten Erythrozyten wurden in ein PAXgene Blood RNA Röhrchen 
getropft, mehrmals geschwenkt um eine gleichmäßige Verteilung der Erythrozyten zu 
gewährleisten und über Nacht bei Raumtemperatur inkubiert. Die PAXgene Blood 
RNA Röhrchen enthalten ein Reagenz, das auf einer patentierten RNA-
Stabilisierungsmethode basiert (US-Patente 6.602.718 und 6.617.170). Dieses 
Reagenz schützt RNA-Moleküle vor dem Abbau durch RNasen und reduziert ex-
vivo-Veränderungen der Genexpression auf ein Minimum.  
Zu Beginn der RNA-Reinigung wurden die Proben für 15min bei 20°C und 5.000xg 
zentrifugiert, um die Nukleinsäuren im PAXgene Blood RNA Röhrchen zu pelletieren. 
Der Überstand wurde verworfen und das Pellet in 5ml RNase freiem Wasser 
resuspendiert. Nach erneuter Zentrifugation für 15min bei 20°C und 5.000xg  wurde 
ein Volumen von 450µl Resuspendierungspuffer zum Pellet gegeben und auf dem 
Vortex gelöst. Diese Suspension wurde für einen Proteinverdau in ein steriles 1,5ml 
Reaktionsgefäß überführt und nach Zugabe von 350µl Bindungspuffer und 40µl 
Proteinkinase K (aus Tritirachium album) für 10min bei 55°C unter kontinuierlichem 
Schütteln inkubiert. Anschließend wurde ein Volumen von je 500µl auf zwei 
PAXgene Homogenisier-Spinsäulen verteilt und für 3min bei 20°C und <20.000xg 
zentrifugiert. Dieser Schritt diente der Homogenisation des Zelllysats und zur 
Entfernung restlicher Zelltrümmer. Die beiden Durchfluss-Fraktionen wurden 
zusammen in ein neues 1,5ml Reaktionsgefäß überführt. Die Zugabe von 350µl 
100% Ethanol führte zur Einstellung optimaler Bindungsbedingungen für die 
nachfolgende Reaktion. Dazu wurde das Lysat auf die PAXgene RNA-Spinsäule 
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aufgetragen. Dort bindet die RNA selektiv an die PAXgene Silica-Membran, während 
Kontaminationen durch Zentrifugation bei 20°C für 1min und <20.000xg diese 
passieren. Reste an Kontaminationen wurden in mehreren effizienten 
Waschschritten entfernt. Dazu wurden zunächst 700µl eines Ethanol-haltigen 
Waschpuffers auf die PAXgene RNA-Spinsäule pipettiert und für 1min bei 20°C und 
<20.000xg zentrifugiert. Die Durchfluss-Fraktion wurde verworfen. Dieser Schritt 
wurde zwei Mal mit je 500µl eines nicht Ethanol-haltigen Waschpuffers wiederholt.  
Im Anschluss erfolgte eine weitere Zentrifugation für 2min bei 20°C und <20.000xg 
um die restlichen Ethanol- und Waschpufferrückstände zu entfernen. Nach den 
Waschschritten wurde die RNA in 30µl Elutionspuffer mittels Zentrifugation für 1min 
bei 20°C und <20.000xg eluiert und abschließend für 5 min bei 65°C denaturiert. 
 
2.15 Qualität und Quantität der isolierten Gesamt-RNA aus 
humanen Erythrozyten 
 
Für die folgenden Versuche war es wichtig, intakte RNA als Ausgangs-Material 
einzusetzen. Selbst Spuren von kontaminierenden RNasen in der RNA-Probe 
können eine RNA-Degradation verursachen, was zu verkürzten cDNA-Produkten 
geführt hätte. Verunreinigungen wie beispielsweise Proteine, Poly-Anionen (z. B. 
Heparin), Salze, EDTA, Ethanol, Phenol und andere Chemikalien können die 
Aktivität und Prozessivität der Reversen Transkriptase und auch der Taq-DNA-
Polymerase beeinflussen. Um eine reproduzierbare und effiziente reverse 
Transkription sicherzustellen wurden Qualität und Quantität der Gesamt-RNA 
spektrophotometrisch untersucht. Die A260/A280 - Absorptionsverhältnisse der Proben 
lagen zwischen 1,9 und 2,1. Zusätzlich wurde die  Gesamt-RNA noch 
gelelektrophoretisch aufgetrennt um die Integrität und Qualität zusätzlich zu 
überprüfen. Dazu wurden 1-2µg denaturierte Gesamt-RNA in ein 1,2%iges 
Formaldehyd-Agarose-Gel in 1xFormaldehyd-Puffer (20mM MOPS, 5mM 
Natriumacetat, 1mM Na2EDTA; 7,4% Formaldehyd pH 7,0) eingetragen und bei 5-6 
V/cm aufgetrennt. Anschließend folgte die Färbung des Gels in einem 
Ethidiumbromidbad (0,5µg/ml) für 15min. Nach Reduktion des Hintergrundes mit 
destilliertem Wasser wurde das Ergebnis im durchscheinenden UV-Licht mit einer 
Wellelänge von 254nm betrachtet und das Gel mit den rot-orange fluoreszierenden 
Banden mittels Kamera und Video Printer dokumentiert (Abb. 12). 
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Abbildung 12. Repräsentative Darstellung eines Formaldehyd-Agarose Gels mit Gesamt RNA 
aus humanen Erythrozyten. In Bahn 1 wurde zur Abschätzung der Fragmentgröße eine RNA-
Einzelstrang Leiter aufgetragen. In die Bahnen 2, 3 und 4 wurden 1,13 µg, 1,4µg, 1,54 µg, respektive, 
Gesamt-RNA  aus humanen Erythrozyten eingesetzt.  
 
 
2.16 Synthese einer komplementären DNA (cDNA) aus 
erythrozytärer Gesamt-RNA   
 
Die cDNA-Erststrangsynthese erfolgte mit dem QuantiTect® Reverse Transcription 
Kit, welches eine effiziente reverse Transkription (RT) von 10pg bis 1µg Gesamt-
RNA und eine effektive Eliminierung genomischer DNA gewährleistet. Für alle RT 
Ansätze wurden 500ng Gesamt-RNA in einem Volumen von 12µl eingesetzt. 
Zunächst erfolgte die Eliminierung genomischer DNA durch Zugabe von 2µl eines 7-
fach konzentrierten gDNA Wipeout Puffer und anschließender Inkubation bei 42°C 
für 2min. In der nachfolgenden RT Reaktion wurde ein Mix aus 1µl Reverser 
Transkriptase, 4µl 5-fach Transkriptase Puffer mit dNTPs und 1µl eines RT-Primer 
Mixes zugegeben. Die RT-Reaktion erfolgte bei 42°C für 15min. Das Enzym wurde 
dann bei 95°C für 3min inaktiviert.  
 
2.17 Analyse des RBC-NOS Genexpressions-Status mittels Real-
Time-PCR 
 
2.17.1 Methodik 
 
Die Methode der Real-Time Polymerasekettenreaktion (RT-PCR) ermöglicht die 
Detektion und Quantifizierung eines amplifizierten PCR Produktes basierend auf der 
Inkorporation eines Fluoreszenzfarbstoffes oder dem Anfügen einer 
Fluoresenzsonde. Bei der Amplifikation des zu untersuchenden Bereiches erhöht 
sich dabei das Fluoreszenzsignal direkt proportional zur Menge des PCR Produktes. 
Die Zunahme der Fluoreszenzintensität wird dabei bei jedem Zyklus in Echtzeit („real 
time“) aufgezeichnet, so dass der Zeitpunkt an dem eine signifikante Zunahme des 
PCR Produktes vorherrscht abgelesen werden kann. Bei der relativen 
Quantifizierung wird die Genexpression eines Zielgens auf ein weiteres nicht 
reguliertes „Housekeeping Gen“ (HKG) – hier GAPDH – bezogen. Man nennt diesen 
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Vorgang auch Normalisierung der Expressionsergebnisse. In der real-time PCR wird 
nicht mehr primär in DNA Produktmengen oder –konzentrationen gerechnet, sondern 
als Maß für die Quantifizierung der Startmenge werden die sogenannten CP (= 
Crossing Point) Werte herangezogen. Sie entsprechen der Anzahl der PCR Zyklen 
die nötig sind um ein konstant definiertes Fluoreszenzniveau zu erreichen. Am CP 
befindet sich in allen Reaktionsgefäßen die gleiche Menge an neu synthetisierter 
DNA. Im Falle einer 100% Effizienz der PCR verdoppelt sich mit jedem Zyklus die 
DNA Produktmenge und analog dazu das Fluoreszenzsignal. Die Berechnung des 
Expressionsunterschiedes (Ratio) erfolgt über das sogenannte ∆∆CP 
Berechnungsmodell. Dabei wird im ersten Schritt für jede untersuchte Probe der CP 
Wert des Referenzgens vom CP Wert des zu untersuchenden Gens subtrahiert (∆CP 
= CP Zielgen – CP Referenzgen). Nach dieser Normierung wird vom ∆CP Wert der 
experimentell behandelten Proben der ∆CP Wert einer Kontrolle abgezogen (∆CP), 
wodurch man den sogenannten „delta-delta CP“ Wert erhält (Livak und Schmittgen 
2001). 
 
2.17.2 Versuchsdurchführung 
 
Die mRNA/cDNA Sequenz der RBC-NOS ist derzeit nicht bekannt. Daher konnten 
keine spezifischen Primer für die Genexpressions-Versuche verwendet werden. 
Basierend auf der Studie von Kleinbongard und Kollegen (2006b), in der gezeigt 
werden konnte, dass die RBC-NOS ein in Struktur und Funktion eNOS ähnliches 
Protein ist, wurden Primer basierend auf der eNOS Sequenz (GenBank® M93718) 
hergestellt. Für die spätere Normierung diente die Expression des Housekeeping-
Gens Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH; GenBank® M33197). 
Die eingesetzten RBC-NOS Primer binden an die Basenpaare (bp) 1280-1299 
(forward Primer) und 1459-1441 (reverse Primer) und amplifizieren ein 180bp großes 
Fragment. Die GAPDH Primer binden an die bp 66-85 (forward Primer) und 355-336 
(reverse Primer) und amplifizieren ein 290pb großes Fragment.  
Für die quantitative PCR wurden in jeden Ansatz 40ng cDNA in einem Volumen von 
4µl eingesetzt. Dazu wurden jeweils 2µl des Light Cycler® Fast Start DNA Master 
Mixes, bestehend aus Fast Start Taq Polymerase, MgCl2, SYBR Green Farbstoff und 
dNTP Mix, pipettiert; sowie jeweils 2µl des forward und reverse Primers (0,5µM 
Endkonzentration), und 10µl Wasser (PCR grade). Für jeden Primer wurden 
zusätzlich eine Negativkontrolle (ohne Template) sowie eine Positivkontrolle (cDNA 
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aus human umbilical vein cells; HUVECs) mitgeführt. Jeder Ansatz wurde in eine 
Light Cycler® Kapillare pipettiert, mit einem Deckel verschlossen und bei 1.000rpm 
für 10sec zentrifugiert. Die Kapillaren wurden im Anschluß in den Light Cycler® 
platziert. Die Amplifizierung des Referenzgens GAPDH und des Zielgens erfolgte 
nach einer Vorinkubation von 10min bei 95°C in drei Schritten: 0sec bei 95°C, 20sec 
bei 61°C und 20sec bei 72°C, die 50 Mal wiederholt wurden. Die Schmelzkurven 
wurden durch einen aus zwei Stufen bestehenden Zyklus generiert: 30sec bei 70°C 
und 0sec bei 95°C. Die CP Werte der Proben wurden dem Ausdruck entnommen 
und der ∆∆ CP Wert berechnet. 
 
2.18  Gelelektrophoretische Auftrennung der RT-PCR Produkte  
 
2.18.1 Methodik 
 
Die Agarose-Gelelektrophorese dient der Auftrennung von Nukleinsäure-Strängen 
(RNA oder DNA). Alle DNA-Moleküle besitzen eine negative elektrische Nettoladung. 
Diese ist nahezu unabhängig vom pH-Wert des Mediums. Für alle DNA-Moleküle ist 
das Verhältnis von Ladung zu Masse etwa gleich. Eine elektrophoretische Trennung 
erfolgt daher im wesentlichen nach Unterschieden in der Molekülgröße und 
Molekülform. Häufig wird Agarose als Träger verwendet. Hierbei handelt es sich um 
ein lineares Polysaccharid, das aus Rotalgen gewonnen wird. Agarose wird in 
Gegenwart des gewünschten Puffers geschmolzen. Sie erstarrt nach dem Erkalten 
zu einer Matrix, deren Porengröße durch die Agarosekonzentration bestimmt wird. 
Die Wanderungsgeschwindigkeit (Wanderungsstrecke) ist dem Logarithmus (lg) der 
Zahl der Basenpaare indirekt proportional. Moleküle mit gleicher Zahl an 
Basenpaaren, aber unterschiedlicher Konformation (ringförmige DNA mit oder ohne 
Superhelixwindungen, Topoisomere) haben andere Wanderungsgeschwindigkeiten 
als lineare Moleküle. Die relativen Beweglichkeiten der verschiedenen Formen sind 
abhängig von der Gelkonzentration. Die Wanderungsgeschwindigkeit der DNA-
Moleküle ist außerdem von der angelegten Spannung (nicht größer als 5 V/cm; ca. 
80-100 V/Gel) abhängig. Temperatur und Basenzusammensetzung der DNA sind in 
Agarosegelen für den Trenneffekt von untergeordneter Bedeutung. Einfluss auf die 
Wanderungsgeschwindigkeit hat die Zusammensetzung der Elektrophoresepuffer. 
Sie enthalten EDTA und Tris-Acetat (TAE), Tris- Borat (TBE) oder Tris-Phosphat 
(TPE) und werden im pH-Bereich von 7,5-8,0 bei 50mM Konzentrationen verwendet.  
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2.18.2 Versuchsdurchführung 
 
Die RT-PCR Produkte wurden für die Auftrennung  in einem 1% igen Agarose Gel (in 
1xTBE Puffer) zunächst 5:1 mit der EZ-Vision® 6-fach Gelbeladungslösung gemischt 
(v/v: Probe/ Gelbeladungslösung). Diese Lösung repräsentiert eine nicht toxische 
und nicht mutagene Alternative zum herkömmlich verwendeten Ethidiumbromid. Zur 
Abschätzung der Fragmentgröße, anhand des 1kb Plus DNA Ladders, wurde dieser 
1:15 mit DNase freiem Wasser verdünnt (v/v; 1kb Plus DNA Ladder/ DNase freies 
Wasser) und anschließend wie die Proben mit der 6-fach Gelbeladungslösung 
vermischt. Ein Volumen von je 15µl wurde in die Taschen des Agarosegels pipettiert. 
Zur Auftrennung der Proben wurde eine Spannung von 80V über 2 Stunden 
angelegt. Das Ergebnis der elektrophoretischen Auftrennung wurde ohne weitere 
Behandlung im UV Transilluminator bei 540nm dokumentiert. 
 
2.19 Statistische Analysen 
  
Für die statistische Auswertung wurde das Programm Origin 7G SR 2 (Northampton, 
MA, USA) verwendet. Die Daten wurden mittels Shapiro-Wilk Test auf 
Normalverteilung überprüft. Als Posthoc Test wurde der „students t-test“ und Mann-
Whitney-Test angewandt. Von allen Daten wurden Mittelwert ± Standardfehler 
angegeben. Die Signifikanzniveaus wurden mit einer Fehlerwahrscheinlichkeit von 
5% und somit P<0,05 definiert und mit einem Stern (*) gekennzeichnet. Weiter wurde 
eine Fehlerwahrscheinlichkeit von 1% und P< 0,01 mit zwei ** und schließlich eine 
Fehlerwahrscheinlichkeit von 0,1% und P< 0,001 mit drei *** gekennzeichnet. 
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3. ERGEBNISSE 
 
3.1 Einfluss kardiovaskulärer Risikofaktoren und kardiovaskulärer 
Erkrankungen auf biochemische und hämorheologische Parameter  
 
3.1.1 Untersuchung der erythrozytären Nitritkonzentration  
 
Dem erythrozytären Nitritspiegel in Probanden mit einer ansteigenden Anzahl 
kardiovaskulärer Risikofaktoren (KRF) sowie Patienten mit kardiovaskulären 
Erkrankungen wurde in klinischen Studien bislang keine Bedeutung beigemessen. 
Bekannt ist jedoch, dass die plasmatische Nitritkonzentration mit zunehmender 
Anzahl der KRF progressiv abnimmt (Kleinbongard et al., 2006a) und bei Patienten 
mit Typ II Diabetes (Faldetta et al., 2002) und einer endothelialen Dysfunktion 
(Kleinbongard et al., 2006a) erniedrigt ist. Die vorzitierten Arbeitsgruppen stellten 
dabei einen Zusammenhang zwischen der plasmatischen Nitritkonzentration und der 
endothelialen NO•-Synthese, respektive, Aktivität der eNOS, her. In dieser Arbeit 
sollte zunächst evaluiert werden, ob und in welchem Ausmaß der erythrozytäre 
Nitritspiegel bei kardiovaskulären Risikopatienten und Patienten mit kardiovaskulären 
Erkrankungen verändert ist. Dazu wurde in den unter Kapitel 2.5 beschriebenen 
Probandenkohorten die Nitritkonzentration im Erythrozyten anhand der reduktiven 
Gasphasen-Chemilumineszenzdetektion (CLD) ermittelt (Abb. 13). Junge gesunde 
Probanden ohne kardiovaskuläre Risikofaktoren wiesen eine erythrozytäre 
Nitritkonzentration von 201+7nM auf. Diese war bei Probanden mit einem 
Risikofaktor mit 195+10nM nicht verändert. Versuchspersonen mit zwei und drei KRF 
zeigten mit 174+5nM (P<0,01) respektive 154+4nM (P<0,01) eine signifikante 
Verminderung der erythrozytären Nitritkonzentration. Bei Patienten mit einer 
Koronaren Herzkrankheit (KHK) und Typ II Diabetikern (DM) verringerte sich der 
Nitritgehalt im Erythrozyten weiter auf 132+3nM (P<0,001) und 134+3nM (P<0,001). 
In Patienten mit kardiovaskulären Erkrankungen konnte zudem eine signifikante 
Reduktion der Nitritwerte im Vergleich zu Probanden mit kardiovaskulären 
Risikofaktoren detektiert werden. Patienten mit KHK und DM wiesen eine Reduktion 
der Nitritkonzentration um 15% (#P<0,001), respektive 13% (#P<0,001) im Vergleich 
zu Probanden mit drei KRF auf. Die Daten zeigten deutlich, dass sich die 
erythrozytäre Nitritkonzentration von dem Auftreten kardiovaskulärer Risikofaktoren 
bis zum Ausbilden einer kardiovaskulären Erkrankung weiter verringert und stellen 
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somit den Zusammenhang zwischen der erythrozytären Nitritkonzentration und 
kardiovaskulären Risikofaktoren bzw. kardiovaskulären Erkrankungen dar.  
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Abbildung 13: Basale Nitritkonzentration in humanen Erythrozyten der untersuchten 
Probandenkohorten. Mittels reduktiver Gasphasen-Chemilumineszenzdetektion (CLD) wurde die 
erythrozytäre Nitritkonzentration von Probanden mit einer zunehmenden Anzahl kardiovaskulärer 
Risikofaktoren (KRF) und von Patienten mit einer Koronaren Herzkrankheit (KHK) und Diabetes 
Mellitus Typ II (DM) gemessen. Mit zunehmender Anzahl der KRF reduzierte sich die intrazelluläre 
Nitritkonzentration von 201+7nM bei Probanden ohne KRF (KRF 0) auf 195+10nM, 174+5nM und 
154+4nM bei Probanden mit einem, zwei (*P<0,05) und drei (*P<0,001) KRF, respektive. Die 
Reduktion der erythrozytären Nitritkonzentration nahm bei Patienten mit KHK und DM gegenüber 
Probanden mit drei KRF signifikant ab. Bei diesen Patientengruppen reduzierte sich die 
Nitritkonzentration auf 132+3nM (*P <0,001 vs. KRF 0; # P<0,001 vs. KRF3) und 134+3nM (*P<0,001 
vs. KRF 0; # P<0,001 vs. KRF3). 
 
 
3.1.2 Untersuchung hämorheologischer Parameter 
 
Eingeschränkte rheologische Fähigkeiten des Erythrozyten in Krankheitsbildern wie 
Diabetes oder Hyperlipidämie wurden in der Literatur bereits beschrieben (Shiga et 
al., 1990). Es existieren jedoch keine Studien, die Aggregation und Verformbarkeit 
progressiv mit der Zunahme der kardiovaskulären Risikofaktoren erfassen und die 
einzelnen Parameter genauer analysieren. So wird z.B. für die Darstellung der 
Aggregation meist nur ein Aggregations-Index angegeben. Offen bleibt meist, welche 
Phase des Aggregationsvorganges für die gesteigerte Aggregabilität verantwortlich 
ist. Der nachfolgende Abschnitt eruiert daher sowohl Verformbarkeit und Aggregation 
bei den untersuchten Probandengruppen, und evaluiert zudem die einzelnen 
Abschnitte des Aggregationsvorganges.  
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3.1.2.1 Untersuchungen der erythrozytären Verformbarkeit                                            
                                                                       
Die erythrozytäre Verformbarkeit der untersuchten Probandenkohorten wurde 
anhand des Laser-assisted-optical-rotational-cell Analysators (LORCA) ermittelt. 
Dieser Methodik liegt das Prinzip der Ektazytometrie zugrunde. Dabei kann der 
sogenannte Elongationsindex (EI) errechnet werden, der sich aus den beiden Radi 
der Erythrozyten zusammensetzt. Die in dieser Arbeit erhobenen Daten zeigten eine 
progressive Verschlechterung der erythrozytären Verformbarkeit mit Zunahme der 
KRF. Eine signifikante Reduktion der erythrozytären Verformbarkeit wurde jedoch nur 
bei Patienten mit KHK und DM beobachtet (Tab. 2, Anhang). Abbildung 14 
repräsentiert die graphische Darstellung der in Tabelle 2 eingetragenen Werte. Der 
berechnete EI ist dabei über die jeweils korrespondierende Scherrate aufgetragen. 
Die vergrößerte Darstellung der exponentiellen Phase aus Abbildung 14A (Abb. 14B) 
verdeutlichte die signifikant verminderte Verformbarkeit der Erythrozyten bei 
Probanden mit kardiovaskulären Erkrankungen.  
 
.   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(A) 
(B) 
Abbildung 14: Darstellung der 
erythrozytären Verformbarkeit 
in den untersuchten 
Probandenkohorten. 
Erklärung siehe nächste Seite. 
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Abbildung 14: (A) Die Elongationsindices der Probandengruppen sind über die Scherrate 
aufgetragen. Probanden mit kardiovaskulären Erkrankungen (KHK, DM) wiesen eine signifikant 
verschlechterte Verformbarkeit auf. (B) Dies konnte durch die Vergrößerung der exponentiellen Phase 
deutlich herausgearbeitet werden.  
 
3.1.2.2 Untersuchungen der erythrozytären Aggregation 
 
Wie die erythrozytäre Verformbarkeit wurde auch die Aggregabilität der untersuchten 
Probandenkollektive anhand des LORCA ermittelt. Mit dem Prinzip der Syllectometrie 
wurden drei für die Aggregation maßgebliche Parameter evaluiert.  
Für Probanden ohne KRF wurde der Aggregations-Index (AI) (Abb. 15A) von 
55,59+1,39% berechnet. Dazu konnte bei Probanden mit einem KRF mit 
55,31+1,99% kein Unterschied detektiert werden. Der AI stieg dagegen bei 
Probanden mit zwei und drei KRF, sowie Patienten mit KHK und DM signifikant auf 
64,05+2,03% (P<0,01), 64,52+1,84% (P<0,01), 64,12+1,71% (P<0,001), und 
69,75+2,22% (P<0,001) an. Der Verlauf der Halbreaktionszeit t ½ (Abb. 15B) zeigte 
zum AI einen gegensätzlichen Verlauf. Dieser Wert sank mit zunehmender Anzahl 
der KRF von 3,25+0,2sec bei Probanden ohne KRF auf 3,2+0,3sec (N.S.), 
2,23+0,2sec (P<0,01), 2,12 + 0,17sec (P<0,01), 2,08+0,15sec (P<0,001) und 
1,67+0,2sec (P<0,001) bei Probanden mit einem, zwei bzw. drei KRF, sowie 
Patienten mit KHK und Diabetes. Die Disaggregations-Scherrate (Abb. 15C), betrug 
bei Probanden ohne KRF 86+7 1/sec. Probanden mit einem, zwei und drei KRF 
wiesen Disaggregations-Scherraten von  86+10 1/sec (N.S.), 88+11 1/sec (N.S.) und 
89+9 1/sec (N.S.), respektive, auf. Patienten mit KHK und Diabetes zeigten mit 
120+15 1/sec (P<0,05) respektive 153+10 1/sec (P<0,001) eine signifikant erhöhte 
Disaggregations-Scherrate. Die Daten zeigten somit, dass die progressive Anzahl 
kardiovaskulärer Risikofaktoren mit der Zunahme des AI und der Reduktion der 
Halbreaktionszeit korrelierte. Dies lässt den Schluss zu, dass kardiovaskuläre 
Risikofaktoren die Aggregation beschleunigen und den AI dadurch negativ 
beeinflussen. Die Disaggregtion der Erythrozyten wurde durch die kardiovaskulären 
Risikofaktoren hingegen nicht beeinflusst. Patienten mit kardiovaskulären 
Erkrankungen zeigten eine, im Vergleich zu Patienten mit kardiovaskulärem 
Risikoprofil, verstärkte Reduktion der Halbreaktionszeit – also eine noch schnellere 
Aggregation – und somit auch einen höheren AI. Zur Disaggregtion der Erythrozyten 
musste in diesen Probandengruppen eine höhere Scherrate angewandt werden, was 
auf eine stärkere Adhäsion der Erythrozyten zueinander deutet.  
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Abbildung 15: Darstellung der erythrozytären Aggregationsparameter in den untersuchten 
Probandenkohorten. (A) Der Aggregations-Index (AI) stieg progressiv bei KRF 0, 1, 2, 3, KHK und 
DM von 55,59+1,39% auf 55,31+1,99% (N.S.), 64,05+2,03% (P<0,01), 64,52+1,84% (P<0,01), 
64,12+1,71% (P<0,001), und 69,75+2,22% (P<0,001). (B) Die Halbreaktionszeit (t1/2) sank fortlaufend 
bei KRF 0, 1, 2, 3, KHK und DM von 3,25+0,2 sec auf 3,2+0,3 sec (N.S.), 2,23+0,2 sec (P<0,01), 
2,12+0,17 sec (P<0,01), 2,08+0,15 sec P<0,001), und 1,67+0,2 sec (P<0,001), respektive. (C) Die 
Disaggregations-Scherrate (1/sec) bei KRF 0, 1, 2, 3, KHK und DM bemaß sich auf 86+7 1/sec, 86+10 
1/sec (N.S.), 88+11 1/sec (N.S.), 89+9  1/sec (N.S.), 120+15 1/sec (P<0,05), und 153+10 1/sec 
(P<0,001), respektive. 
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3.2 Stickstoffmonoxid-Synthase abhängige Produktion von NO● in 
humanen Erythrozyten  
 
Unter Annahme der Hypothese, dass endothelial gebildetes NO• in den Erythrozyten 
permeiert und dort mit Hämoglobin ein stabiles Addukt (HbNO) bildet (Pawloski et al., 
2001), wurde bislang die HbNO Konzentration mittels Elektronen-Spin-Resonanz 
(ESR)-Spektroskopie gemessen und als Repräsentant der hämatogenen NO•-
Konzentration angesehen (Kirima et al., 2003). Im Folgenden sollte das RBC-NOS 
Protein in den in dieser Arbeit untersuchten Erythrozyten mit immunologischen 
Methoden nachgewiesen und die von Kleinbongard und Kollegen (2006b) 
publizierten Daten bestätigt werden. Zusätzlich erfolgte die Detektion des 
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Genexpressions-Status der RBC-NOS in den untersuchten Probandenkohorten um 
eventuelle Expressions-Unterschiede aufzuzeigen. Die Aktivität der RBC-NOS wurde 
über die Konversion von L-Arginin zu L-Citrullin mit einer Rate von 
0,3+0,1pmol/min/mg Protein bereits belegt (Kleinbongard et al., 2006b). Außerdem 
sollte die Detektion von endogen gebildetem erythrozytärem NO• und zusätzlich die 
NO•-Produktion in Abhängigkeit der RBC-NOS Aktivität erfolgen. Dazu wurde die 
hochauflösende ESR-Spektroskopie in Kombination mit der NO•-Spinfalle Eisen-
Diethyldithiocarbamat (Fe(DETC)2) (Nedeianu und Páli, 2002) angewandt.  
 
3.2.1 Immunologischer Nachweis der RBC-NOS in lysierten Erythrozyten  
 
Die Untersuchungen zum Einfluss der RBC-NOS auf die hämorheologischen 
Eigenschaften mit samt dem zugrunde liegenden Mechanismus, erforderten 
zunächst den Nachweis über die Gegenwart dieses Proteins im Erythrozyten. Hierzu 
wurden in einem Immunoblot lysierte Erythrozyten (Abb. 16; RBC) und als Referenz 
das rekombinante eNOS Protein (Abb. 16; rNOS 3) neben einem Proteinmarker 
(Marker) aufgetragen. Nach Antikörperdetektion konnte für das rekombinante eNOS 
Protein, entsprechend den Herstellerangaben, eine Bande mit einer relativen 
Molekülmasse von Mr = 135kDa nachgewiesen werden. Die in lysierten Erythrozyten 
(RBC) dokumentierte Form der Stickstoffmonoxid-Synthase wies eine relative 
Molekülmasse von Mr = 130kDa auf.  Mit diesem Ansatz konnten die in der Literatur 
beschriebenen Nachweise über ein NOS Protein im Erythrozyten (Chen und Mehta, 
1998; Kleinbongard et al., 2006b) reproduziert werden.           
                                         
rNOS 3   RBC   Marker
kDa
120
220
100
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 16: Repräsentative Darstellung des immunologischer Nachweises des RBC-NOS 
Proteins in humanen Erythrozyten. Mit Hilfe des Western Blots konnte in humanen lysierten 
Erythrozyten (Hämatokrit der Erythrozytensuspension 84%, 63µg Protein in das Gel aufgetragen) eine 
eNOS ähnliche Bande mit einer relativen Molekülmasse von Mr = 130kDa detektiert werden (RBC). 
Diese Bande ist äquivalent zur parallel mitgeführten Kontrolle rNOS 3 (3,5 µg rekombinantes eNOS 
Protein).  
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3.2.2 Analyse des Genexpressions-Status der RBC-NOS in den untersuchten 
Probandenkohorten 
 
Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigten, dass Probanden mit einer zunehmenden 
Anzahl KRF und Patienten mit KHK und DM eine verminderte erythrozytäre 
Verformbarkeit und erhöhte Aggregation (3.1.2) aufweisen. Zudem verminderte sich 
die erythrozytäre Nitritkonzentration, in diesen Probandengruppen sukzessive (3.1.1).  
Zur Determinierung, ob eine veränderte NO•-Produktion durch verminderte RBC-
NOS-Kopien zu erklären ist, wurde bei den untersuchten Probandenkohorten der 
mRNA Gehalt der RBC-NOS mittels Real-Time PCR bestimmt. Der in den 
Erythrozyten gemessene RBC-NOS mRNA Spiegel wurde zunächst mit dem ∆∆CP 
Berechnungsmodell auf den GAPDH mRNA Spiegel normiert. Für die untersuchten 
Probandengruppen KRF 0, 1, 2, 3, KHK und DM wurde eine RBC-NOS 
Genexpression von 1+0,14/-0,2, 0,957+0,14/-0,2, 0,943+0,13/-0,1, 0,924+0,18/-0,2, 
0,883+0,11/-0,1 respektive 0,911+0,17/-0,2, ermittelt (Abb. 17A). Die Überprüfung 
der Schmelzkurven (Abb. 17B) zeigte, dass die amplifizierten Fragmente die gleiche 
Größe besaßen. Dieses Ergebnis konnte mittels gelelektrophoretischer Auftrennung 
(Abb. 17C) reproduziert werden. Die Berechnungen belegten somit, dass sich der 
RBC-NOS mRNA Level der untersuchten Probanden nicht signifikant voneinander 
unterscheidet und ein Aktivitätsunterschied nicht durch eine unterschiedliche 
Genexpression begründet ist.  
 
 (A) 
(B) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 17: Darstellung der nach GAPDH normierten RBC-NOS Genexpression. 
(A) Die untersuchten Gruppen wiesen bzgl. des ∆∆ CP keine signifikanten Unterschiede zueinander 
auf. (B) Die Schmelzkurve zeigte, dass die Amplifakte den gleichen Schmelzpunkt besaßen. (C) 
Anhand der gelelektrophoretischen Auftrennung der Real-Time PCR Produkte konnte eine einheitliche 
Größe der Amplifikate bestätigt werden. 
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3.2.3 Detektion von erythrozytärem NO• unter Verwendung von Eisen-
Diethyldithiocarbamat (Fe(DETC)2) 
 
Aufgrund der Kurzlebigkeit des NO•-Radikals wurde zur Detektion des 
ungebundenen Radikals der Einsatz einer Sondertechnik – dem sogenannten „spin 
trapping“ – erforderlich. Diese Fallen werden für die selektive Detektion und 
Quantifizierung von geringen NO•-Mengen in Lösungen, Zellen oder tierischen sowie 
pflanzlichen Geweben eingesetzt (Lai und Komaraov, 1994; Vanin et al., 1984; 1999; 
2004). Während der Inkubation bildet das eingesetzte N,N-diethyldithiocarbamat 
(DETC) und Eisen-(II)-sulfat einen hydrophoben Fe-(DETC)2-Komplex, der in 
membranären Strukturen akkumuliert und mit NO• zu einem paramagnetischen 
Mononitrosyl-Eisen-(II) (MNIC)-Komplex reagiert (Abb. 18) (Vanin et al., 2002). 
 
 
 
 
                                                                  MNIC 
DETC 
 
 
Abbildung 18: Schematische Darstellung der MNIC-Komplex Bildung. Reaktion der hydrophoben 
Spinfalle Fe-(DETC)2 (R1 = R2 = CH2CH3) mit NO• zu dem paramagnetischen Mononitrosyl-Eisen-
(II)-(MNIC)-Komplex.  
 
Dieser Komplex ermöglicht daher den Nachweis von membran- respektive 
zytoskelettassoziiertem NO•, dem potentiell eine Rolle in der Modulation der 
Hämorheologie und der Verbesserung der Mikrozirkulation zugeschrieben wird 
(Özüyamann et al., 2008).  Die hier dargestellten ESR Untersuchungen zeigten, dass 
die Detektion von NO• in humanen Erythrozyten den Einsatz einer Spinfalle 
unerlässlich machte. Reine, nicht mit Fe-(DETC)2 behandelte Erythrozyten (RBC) 
zeigten keine Veränderung des ESR-Spektrums (Abb. 19A). Die Zugabe des Fe-
(DETC)2-Komplexes führte zu einer Reaktion desselben mit intraerythrozytärem NO• 
zu MNIC. Beleg hierfür, ist das charakteristische MNIC-Signal mit der typischen 
Tripletthyperfeinaufspaltung, die bei g = 2,035, 2,045 und 2,05 detektiert werden 
konnte (Abb. 19B). Als Referenz diente eine von Kleschyov und Kollegen (2000) 
publizierte Arbeit. In dieser ist ein ESR-Spektrum mit einem entsprechenden MNIC-
Signal aus Kaninchen-Aorten dargestellt. Diese Aorten wurden für die NO•-Detektion 
für 30min bei 37°C mit 250µM Fe-(DETC)2 inkubiert und anschließend vermessen 
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(nach Kleschyov et al., 2000). Auch hier zeigte sich die kennzeichnende 
Tripletthyperfeinaufspaltung (Abb. 19C). 
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Abbildung 19: ESR-Signal des MNIC-Komplexes in Abhängigkeit von Fe-(DETC)2. (A) ESR-
Spektrum von reinen Erythrozyten (RBC) ohne Fe(DETC)2 und (B) von Erythrozyten mit Fe(DETC)2. 
Die Reaktion mit erythrozytärem NO• führte zur Bildung des paramagnetischen MNIC-Komplex und 
dessen charakteristischer Tripletthyperfeinaufspaltung. (C) Als Referenz ist das von Kleschyov und 
Kollegen (2000) publizierte ESR-Spektrum mit dem MNIC-Signal aus Kaninchen-Aorten. Die 
Hyperfeinlinie bei g=2,01 repräsentiert überschüssiges paramagnetischen Kupfer2+-DETC. 
 
 
 
3.2.4 Einfluss der RBC-NOS Aktivität auf die erythrozytäre NO• Produktion  
 
Der qualitative Nachweis der NO•-Generierung in humanen Erythrozyten in 
Abhängigkeit der RBC-NOS-Aktivität erfolgte über die Zugabe des Stickstoffmonoxid-
Synthase Inhibitors L-NIO (10µM). In der Literatur sind für NO• im Erythrozyten zwei 
Reaktionswege beschrieben. Zum einen wird es extrazellulär aufgenommen 
(Wennmalm et al., 1992) oder es entsteht durch die Konversion von Nitrit zu NO• 
durch Deoxyhämoglobin (Rogers et al., 2005). In dieser Arbeit wurde erstmals eine 
RBC-NOS abhängige Generierung von NO• mittels ESR untersucht. Zunächst wurde 
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durch die Zugabe des Fe-(DETC)2-Komplexes erneut NO• über die 
Tripletthyperfeinaufspaltung des MNIC-Signals in Erythrozyten (RBC) nachgewiesen 
(Abb. 20A). Die Inhibition der enzymatischen RBC-NOS Aktivität, respektive der 
erythrozytären NO• Produktion, durch L-NIO dezimierte den Reaktionspartner des Fe-
(DETC)2, führte zum Ausbleiben des MNIC-Signals (Abb. 20B) und erbrachte somit 
den Nachweis über RBC-NOS generiertes NO•. Als Referenz diente eine von 
Kleschyov und Kollegen (2000) publizierte Arbeit. In dieser wurden Kaninchen-
Aorten neben 250µM Fe-(DETC)2 mit 3mM des NOS-Inhibitors L-NAME für 30min 
bei 37°C inkubiert. In der anschließenden Aufnahme des ESR-Spektrums blieb ein 
MNIC-Signal aus (Abb. 20C). 
 
 
Magnetisches Feld / Gauss
3300 3340 3380
g=2,05 g=2,035
g=2,045
NO-Fe(DETC)2
= MNIC
g=2,01 RBC L-NIO L-NAME 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 20: ESR-Signal des MNIC-Komplexes in Abhängigkeit der RBC-NOS mediierten NO•-
Produktion. (A) ESR-Spektrum humaner Erythrozyten mit MNIC-Signal nach Inkubation mit Fe-
(DETC)2 und (B) ohne MNIC-Signal nach Inkubation  mit Fe(DETC)2 und L-NIO. (C) Als Referenz ist 
das ESR-Spektrum ohne MNIC-Signal einer Kaninchen-Aorta aufgetragen, die mit 250µM Fe-(DETC)2 
und 3mM L-NAME behandelt wurde (nach Kleschyov et al., 2000). Die Hyperfeinlinie bei g=2,01 
repräsentiert überschüssiges paramagnetischen Kupfer2+-DETC. 
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3.3 Einfluss der RBC-NOS Aktivität und der Substratverfügbarkeit 
auf die erythrozytäre Nitritkonzentration 
 
3.3.1 Zeitabhängige Bildung von erythrozytärem Nitrit in Abhängigkeit der 
RBC-NOS Aktivität 
 
Nachdem in Abschnitt 3.2 ein RBC-NOS Protein im Erythrozyten lokalisiert und eine 
RBC-NOS abhängige NO•-Produktion via ESR nachgewiesen werden konnte, sollte 
nachfolgend erythrozytäres Nitrit als sensitiver Marker für die RBC-NOS abhängige 
NO•-Generierung, in Analogie zum plasmatischen Nitrit als Marker für die 
endotheliale NO•-Produktion (Faldetta et al., 2002; Kleinbongard et al., 2006a), 
evaluiert werden. Die Untersuchungen zum Einfluss der RBC-NOS Aktivität auf den 
erythrozytären Nitritspiegel erfolgten in jungen gesunden Probanden über die 
zeitabhängige Bildung von erythrozytärem Nitrit nach Modulation der Enzym-Aktivität. 
Dabei sollte zusätzlich der Zeitpunkt evaluiert werden, zu dem die zugegebenen 
Reagenzien in vitro wirksam wurden. Die Messung mittels CLD ergab eine basale 
erythrozytäre Nitritkonzentration unmittelbar nach Blutentnahme von 201+7nM, 
201+4nM und 205+8nM für PBS-, L-Arginin- und L-NIO- behandelte Proben (Abb. 
21). Die Nitritkonzentration in der mit PBS behandelten Probe blieb über einen 
Zeitraum von 30min konstant. Für die Zeitpunkte 5, 10, 15, und 30min wurden 
Nitritwerte von 190+4nM, 190+5nM, 192+4nM und 191+3nM ermittelt. Erst nach 
einer Stunde konnte mit 146+4nM (P<0,001) eine signifikante Minderung der 
erythrozytären Nitritkonzentration gemessen werden. Der Zugabe von L-Arginin 
folgte eine zeitabhängige Produktion des erythrozytären Nitrits von 197+4nM, 
206+6nM und 209+5nM für die Zeitpunkte 5, 10 und 15min mit einem signifikanten 
Anstieg auf 218+3nM (P<0,01) bei einer Inkubationszeit von 30min. Nach einer 
Stunde wurde auch in diesem Ansatz ein signifikanter Abfall der erythrozytären 
Nitritkonzentration auf 165+6nM (P<0,001) verzeichnet. Nach L-NIO Gabe wurde 
eine zeitabhängige Reduktion der Nitritkonzentration auf 190+5nM, 177+5nM und 
172+5nM für die Zeitpunkte 5, 10, und 15min mit einem signifikanten Abfall auf 
144+5nM (P<0,001) bei 30min beobachtet. Nach einer Stunde sank die 
Nitritkonzentration in diesem Ansatz auf 92+10nM (P<0,001). Basierend auf diesen 
Ergebnissen wurde eine Inkubationszeit von 30min für die nachfolgenden in vitro 
Versuche gewählt. Diese Daten zeigten, dass die erythrozytäre Nitritkonzentration 
von der Aktivität der RBC-NOS beeinflusst wurde und untermauerten zudem die in 
Abb. 19B (Abschnitt 3.2.3) und 20A (Abschnitt 3.2.4) dargestellten ESR-Ergebnisse 
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über eine RBC-NOS abhängige NO•-Produktion im Erythrozyten und verifizierten 
gleichzeitig erythrozytäres Nitrit als sensitiven Marker für die erythrozytäre NO•-
Produktion. 
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Abbildung 21: Zeitabhängiger Verlauf der Nitritkonzentration im Erythrozyten in Abhängigkeit 
der RBC-NOS Aktivität. Die Bestimmung der Nitritkonzentration erfolgte mittels CLD. Die 
Nitritkonzentration in PBS-behandelten Proben blieb bis zu einem Zeitpunkt von 30min nach 
Blutentnahme nahezu konstant. Erst nach 60min sank die Nitritkonzentration signifikant von basal 
201+7nM auf 146+4nM (P<0,001). Die Applikation von L-Arginin führte zu einer konstanten Zunahme 
des erythrozytären Nitrits mit einem signifikanten Anstieg auf 218+3nM (P<0,01) nach 30min. Die 
Zugabe des Inhibitors L-NIO führte zu einer kontinuierlichen Reduktion des Nitrits mit einer 
signifikanten Reduktion auf 144+5nM (P<0,001) nach 30min. Die präsentierten 
Mittelwerte+Standardfehler wurden aus n=6 für die Zeitpunkte 5, 10, 15 und 60min und n=20 für die 
Zeitpunkte 0 und 30min ermittelt. 
 
 
3.3.2 Untersuchung der extrazellulären Konzentration des endogenen NOS-
Inhibitors NG, NG-dimethyl-L-Arginin 
 
NG, NG-dimethyl-L-Arginin (ADMA) ist ein endogener Inhibitor der Stickstoffmonoxid–
Synthase. Es entsteht bei dem Abbau methylierter Proteine und wird entweder renal 
eliminiert oder durch das Enzym Dimethylarginin- Dimethylaminohydrolase (DDAH) 
metabolisiert. Die plasmatische ADMA-Konzentration könnte als Erklärung des L-
Arginin Paradoxon herangezogen werden, nach der die NO•-Synthese nach L-Arginin  
Zufuhr gesteigert werden kann, obwohl die intrazelluläre L-Arginin-Konzentration den 
Michaeliswert des entsprechenden Enzyms übersteigt (Tsikas et al., 2000). Die 
Daten dieser Untersuchung zeigten, dass die ADMA-Konzentration PBS-behandelter 
Proben mit 0,93+0,06µM im Bereich der durch mehrere Studien belegten 
Konzentration von 0,5-1µM (Kakimoto et al., 1975; Böger et al., 1997; Tsikas et al., 
1998; Kielstein et al., 1999; Surdacki et al., 1999) lag. Nach L-Arginin-Applikation 
stieg der plasmatische ADMA-Wert signifikant auf 1,4+0,09µM (P<0,01) an (Abb. 22). 
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 Abbildung 22: Plasmatische ADMA-Konzentration nach 
Verabreichung von L-Arginin. Der ADMA-Wert im 
Plasma stieg nach 30minütiger Inkubation von L-Arginin 
von 0,93+0,06µM auf 1,4+0,09µM (P<0,01)an. 
 
 
 
 
 
3.3.3 Untersuchung der erythrozytären Nitritkonzentration in Abhängigkeit der 
RBC-NOS Aktivität bei Patienten mit kardiovaskulärem Risikoprofil und 
kardiovaskulären Erkrankungen 
 
Probanden mit einem kardiovaskulären Risikoprofil und Patienten mit 
kardiovaskulären Erkrankungen wiesen, wie unter 3.1.1 gezeigt, einen verminderten 
erythrozytären Nitritgehalt auf. Entsprechend den unter 3.2.3 und 3.2.4 gewonnenen 
Erkenntnissen bedeutet dies eine reduzierte RBC-NOS vermittelte NO•-Produktion. 
Die reduzierte NO•-Generierung konnte dabei nicht auf einen veränderten 
Genexpressions-Status zurückgeführt werden (siehe Abschnit 3.2.2). Zur 
Überprüfung, ob der verringerte NO•-Gehalt einer reduzierten RBC-NOS-Aktivität in 
den Probandengruppen zuzuschreiben war, wurde die Aktivität des Enzyms über die 
Zugabe des Substrats und über die Inhibierung des Enzyms mit L-NIO während einer 
halbstündigen Inkubation gemessen (Abb. 23). Die Untersuchungen zeigten, dass 
die Aktivität der RBC-NOS mit Zunahme der KRF abnahm. Bei KHK- und DM-
Patienten konnte keine Aktivität detektiert werden. Im Einzelnen stieg die 
erythrozytäre Nitritkonzentration bei Patienten ohne KRF nach L-Arginin Sublimation 
von basal 191+3nM auf 218+3nM (P<0,01) und sank nach Gabe von L-NIO auf 
144+5nM (P<0,001; siehe auch Abschnitt 3.3.1). Bei Probanden mit einem KRF 
wurden nach PBS-, L-Arginin- und L-NIO-Behandlung Nitritkonzentrationen von 
186+9nM, 218+7nM (P<0,01) und 145+9nM (P<0,01) gemessen, während 
Probanden mit zwei KRF gleichzeitig Werte von 168+5nM, 190+7nM (P<0,05) 
respektive 149+6nM (P<0,05) aufwiesen. Probanden mit drei KRF zeigten nach 
Stimulation und Inhibition der RBC-NOS Veränderungen der Nitritwerte von basal 
153+3nM auf 156+2nM (N.S.) und 130+7nM (P<0,05). Bei Patienten mit KHK blieben 
die Nitritwerte mit 130+4nM, 132+7nM (N.S.) und 134+5nM (N.S.) gleich. Ebenso bei 
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DM, die Werte von 130+4nM, 131+5nM (N.S.) und 130+4nM (N.S.) aufwiesen. Die 
Daten bestätigten, dass eine verminderte Nitritkonzentration respektive NO•-
Verfügbarkeit nicht auf eine veränderte Genexpression sondern auf eine 
eingeschränkte Aktivität der RBC-NOS zurückzuführen ist. 
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Abbildung 23: RBC-NOS Aktivität in den untersuchten Probandenkohorten. Die erythrozytäre 
Nitritkonzentration wurde in Abhängigkeit der RBC-NOS-Aktivität mittels CLD bestimmt. Mit 
zunehmender Anzahl KRF verkleinerten sich, im Vergleich zu Probanden ohne KRF, die 
Veränderungen in der Nitritkonzentration nach Stimulation und Inhibition der RBC-NOS. Bei Patienten 
mit KHK und DM konnte keine RBC-NOS-Aktivität gemessen werden. Die Nitritkonzentrationen nach 
L-Arginin und L-NIO-Applikation blieben, im Vergleich zu PBS-behandelten Proben, unverändert.    
 
 
3.3.4 Einfluss der Substratverfügbarkeit auf die erythrozytäre 
Nitritkonzentration 
 
Der Einfluss der Verfügbarkeit des RBC-NOS Substrats, L-Arginin, auf die 
erythrozytäre Nitritkonzentration, und so indirekt auf die RBC-NOS abhängige NO•-
Produktion, wurde über die Blockierung des L-Arginin Transports in jungen gesunden 
Probanden überprüft. Hierzu wurden die Aminosäure-Transporter y+ und y+L über die 
Zugabe supraphysiologischer Konzentrationen von L-Ornithin und L-Lysin blockiert, 
so dass  der zelluläre Import von L-Arginin verhindert wurde. Nach Blockierung der 
Aminosäure-Transporter wiesen die ermittelten Nitritwerte, im Vergleich zu PBS-
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behandelten Proben, eine signifikante Reduktion von 191+3nM auf 161+5nM 
(P<0,01) auf (Abb. 24). Dies deutete auf eine Minderung der RBC-NOS Aktivität, 
respektive der NO•-Generierung, durch die Limitierung des Substrates hin. 
Verglichen mit der Inhibition der RBC-NOS durch L-NIO (Abschnitt 3.3.1) war diese 
Reduktion jedoch weniger deutlich ausgeprägt. 
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Abbildung 24: Einfluss der 
Substratverfügbarkeit auf die erythrozytäre 
Nitritkonzentration. Die Nitritkonzentration im 
Erythrozyten verringerte sich nach 30-minütiger 
Inkubation mit den Aminosäuren L-Ornithin und L-
Lysin von 191+3nM (PBS) auf 161+5nM (P<0,01). 
 
 
3.4 Einfluss der RBC-NOS Aktivität und der Substratverfügbarkeit 
auf die hämorheologischen Parameter  
 
Bislang konnte gezeigt werden, dass eine verminderte erythrozytäre 
Nitritkonzentration und verschlechterte hämorheologische Parameter einhergingen 
(Abschnitt 3.1). Außerdem, dass die Aktivität der RBC-NOS und die 
Substratverfügbarkeit die erythrozytäre Nitritkonzentration beeinflussten (Abschnitt 
3.3). Im Folgenden sollte der Einfluss der RBC-NOS und der Substratverfügbarkeit 
auf die hämorheologischen Parameter Verformbarkeit und Aggregation untersucht 
werden um einen Zusammenhang zwischen RBC-NOS mediierter NO•-Produktion 
und der Hämorheologie herzustellen. 
 
3.4.1 Erythrozytäre Verformbarkeit  
 
Die Untersuchung der erythrozytären Verformbarkeit in Abhängigkeit der RBC-NOS 
Aktivität erfolgte mit Hilfe des LORCA nach Zugabe des Substrats L-Arginin, des 
RBC-NOS Inhibitors L-NIO sowie den Aminosäuren L-Ornithin und L-Lysin zur 
Blockierung des L-Arginin Imports. Die Proben wurden gegen eine PBS-behandelte 
Probe hinsichtlich der Verformbarkeit verifiziert. Die resultierenden 
Elongationsindices sind in Tabelle 3 (siehe Anhang) eingetragen und in Abbildung 
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25A graphisch dargestellt. Die vergrößerte Darstellung des exponentiellen Bereichs 
aus Abbildung 25A (Abb. 25B) verdeutlichte, dass die Stimulation der RBC-NOS 
durch L-Arginin und die Blockierung der L-Arginin Transporter durch die beiden 
Aminosäuren L-Ornithin und L-Lysin keinen signifikanten Einfluss auf die 
Verformbarkeit hatten. Die Zugabe von L-NIO und die dadurch verursachte Inhibition 
der RBC-NOS, respektive der NO•-Generierung, führte dagegen zu einer 
signifikanten Verminderung der Verformbarkeit.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 25: Auswirkungen der RBC-NOS Aktivität und der Substratverfügbarkeit auf die 
erythrozytäre Verformbarkeit. Die Zugabe von L-Arginin und die Blockierung der L-Arginin 
Transporter durch die Aminosäuren L-Ornithin und L-Lysin hatten keinen Einfluss auf die 
Verformbarkeit. Die Inhibition der RBC-NOS durch L-NIO führte dagegen zu einer signifikanten 
Verminderung der erythrozytären Verformbarkeit.  
 
 
3.4.2 Erythrozytäre Aggregation  
 
Die Untersuchung der erythrozytären Aggregabilität erfolgte ebenfalls in 
Abhängigkeit der RBC-NOS Aktivität sowie der Substratverfügbarkeit. Als 
Kontrollansatz diente auch hier eine mit PBS behandelte Probe. In dieser wurde ein 
AI von 55,59+1,39% berechnet (Abb. 26A). Die Applikation von L-Arginin und der 
Aminosäuren bewirkte mit 55,9+2,15% respektive 59,57+2,7% keine signifikante 
Veränderung des AI. Die Zugabe von L-NIO steigerte den AI signifikant auf 
60,45+1,36% (P<0,05). In PBS-, L-Arginin- und Aminosäuren-behandelten Proben 
wurden Halbreaktionszeiten von 3,25+0,2sec, 3,23+0,3sec (N.S.) und 2,63+0,5sec 
(N.S.), respektive, gemessen. Nur die Zugabe von L-NIO führte zu einer signifikanten 
Reduktion der Halbreaktionszeit auf 2,47+0,21sec (P<0,05; Abb. 26B). Die 
Disaggregations-Scherrate PBS-, L-Arginin- und Aminosäuren- behandelter Proben 
betrug 86+7 1/sec, 88+7 1/sec (N.S.) und 106+4 1/sec (N.S.), respektive. Die 
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Applikation von L-NIO erhöhte die Disaggregations-Scherrate signifikant auf 113+10 
1/sec (P<0,05; Abb. 26C).  
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Abbildung 26: Einfluss der RBC-NOS Aktivität und Substratverfügbarkeit auf die erythrozytäre 
Aggregation. (A) Die Inhibition der RBC-NOS durch L-NIO erhöhte den AI von basal 55,59+1,39% 
auf 60,45+1,36% (P<0,05). (B) Die Halbreaktionszeit sank durch L-NIO von basal 3,25+0,2sec auf 
2,47+0,21sec (P<0,05). (C) Die Disaggregations-Scherrate stieg durch L-NIO von basal 86+7 1/sec 
auf 113+10 1/sec (P<0,05). Die Zugabe des Substrates L-Arginin und die Blockierung der L-Arginin-
Transporter durch konkurrierende Aminosäuren hatten keinen Einfluss auf die 
Aggregationsparameter. 
 
Die hämorheologischen Parameter Verformbarkeit und Aggregation werden durch 
die Sublimierung bzw. Limitierung der Substratverfügbarkeit nicht beeinflusst. Die 
Erhöhung bzw. Absenkung der erythrozytären Nitritkonzentration, respektive des 
erythrozytären NO•, durch diese Reagenzien war demnach nicht effizient genug um 
einen Einfluss auf Verformbarkeit und Aggregation auszuüben. Die Inhibition der 
RBC-NOS durch L-NIO wirkte sich hingegen negativ auf beide Parameter aus. 
Sowohl Verformbarkeit als auch Aggregation zeigten hingegen eine signifikante 
Verschlechterung durch das Fehlen des erythrozytären NO•. Die Ergebnisse der 
Aggregationsmessung nach L-NIO Applikation zeigten zudem, dass der 
Aggregationsvorgang in diesen Proben beschleunigt war (kleinere t ½) und dass die 
Aggregationskräfte erhöht waren (höhere Disaggregations-Scherrate).  
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3.5 Einfluss der RBC-NOS Aktivität und der Substratverfügbarkeit 
auf den oxidativen Status 
 
Die Untersuchung der reaktiven Sauerstoff-(ROS) Spezies in Abhängigkeit der RBC-
NOS Aktivität und der Verfügbarkeit von L-Arginin sollte zeigen, ob die Aktivität 
dieses Enzym den oxidativen Status der Zelle beeinflusst. Kardiovaskuläre 
Risikofaktoren werden mit einer Überproduktion der ROS und erhöhtem oxidativem 
Stress assoziiert, was als Hauptmechanismus in der Pathogenese der endothelialen 
Dysfunktion angesehen wird (Cai und Harrison, 2000). Krankheitsbilder wie Typ II 
Diabetes mellitus werden ebenfalls mit einem erhöhten oxidativen Status klassifiziert 
(Giugliano et al., 1996). Eine funktionell eingeschränkte RBC-NOS, die zur Erhöhung 
der ROS beiträgt, könnte bei Patienten mit einer endothelialen Dysfunktion daher 
eine weitere Erklärung für den erhöhten oxidativen Status liefern. 
 
3.5.1 Nachweis der GSH und GSSG Konzentration sowie der GSH/GSSG Ratio 
in humanen Erythrozyten  
 
Reduziertes (= aktives) Glutathion dient der komplexen, konzentrierten Aktion gegen 
oxidativen Stress und damit gegen eine Vielzahl von Erkrankungen. 
Der erhöhte Nachweis von oxidiertem Glutathion (GSSG) kann als Ausdruck eines 
vermehrten oxidativen Stress oder eines unzureichenden Recyclings von GSSG 
interpretiert werden. Die Akkumulation von GSSG bewirkt eine Reduktion der 
GSH/GSSG Ratio. 
Bei der Untersuchung der RBC-NOS-abhängigen Veränderung des oxidativen Status 
im Erythrozyten konnte in PBS-behandelten Proben eine GSH/GSSG Ratio von 98+6 
ermittelt werden. Eine Beeinflussung der Ratio durch die Zugabe von L-Arginin und 
der Aminsäuren konnte mit 93+6 (N.S.) und 97+6 (N.S.) nicht beobachtet werden. 
Die Applikation von L-NIO und die dadurch bedingte Inhibition der NO•-Produktion 
bewirkte eine Reduktion der Ratio auf 81+3 (P<0,05; Abb. 27A). Korrespondierend 
dazu wurde im PBS-Kontrollansatz ein GSH-Wert von 967+27µM nachgewiesen. 
Nach Zugabe von L-Arginin und den Aminosäuren konnte mit 950+35µM respektive 
998+27µM kein signifikanter Unterschied gemessen werden. Durch L-NIO sank die 
GSH Konzentration auf 857+36µM (P<0,05; Abb. 27B). Die GSSG Konzentration 
erhöhte sich nach Zugabe von L-NIO von basal 9,76+0,5µM auf 11,5+0,3µM 
(P<0,05). Die Applikation von L-Arginin und der Aminosäuren führte mit 10+0,5µM 
(N.S.) und 9,97+0,5µM (N.S.) zu keiner Veränderung der GSSG Konzentration (Abb. 
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27C). Die L-NIO Applikation führte somit durch die Inhibition der NO•-Produktion zu 
einem erhöhten oxidativen Status im Erythrozyten. Dies wurde durch die Reduktion 
des reduzierten Glutathion und Zunahme des oxidierten Glutathion (GSSG) 
verdeutlicht. 
 (A) (B) (C) 
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Abbildung 27: Einfluss der RBC-NOS Aktivität und Blockierung der L-Arginin Transport-
Systeme auf die GSH/GSSG Ratio, GSH und GSSG Konzentration. (A) Die Applikation von L-NIO 
ergab eine signifikante Reduktion der GSH/GSSG Ratio von basal 98+6 auf 81+3 (P<0,05). (B) Die 
GSH Konzentration sank durch die Inkubation mit L-NIO von basal 967+27µM auf 857+36µM 
(P<0,05). (C) Die GSSG Konzentration erhöhte sich nach L-NIO Zugabe von basal 9,76+0,5µM auf 
11,5+0,3µM (P<0,05). Die Zugabe von L-Arginin und der Aminosäuren hatte keinen Einfluss auf die 
GSH oder GSSG Konzentration und somit auch nicht auf die GSH/GSSG Ratio. Die präsentierten 
Mittelwerte+Standardfehler wurden aus n=6 ermittelt. 
 
 
 
3.5.2 Nachweis der Superoxid-Anionen in humanen Erythrozyten  
 
Die Untersuchungen der Superoxid-Anionen Produktion in Abhängigkeit der RBC-
NOS Aktivität diente der Verifizierung der unter 3.5.1 präsentierten Daten. Superoxid-
Anionen entstehen unter anderem bei der Entkopplung der Stickstoffmonoxid-
Synthase. Bislang wurde jedoch kein Zusammenhang zwischen der Generierung von 
O2•⎯ und der Aktivität der RBC-NOS hergestellt. Die experimentelle Auswertung ergab 
unter basalen Bedingungen einen O2•⎯-Wert in humanen Erythrozyten von 127+5 
arbitrary units (au). In Abhängigkeit der Steigerung der RBC-NOS Aktivität durch L-
Arginin zeigte sich mit 128+6au keine Veränderung der O2•⎯-Konzentration. Auch die 
Limitierung des Substratangebots durch die L-Ornithin und L-Lysin bewirkte mit  
126+7au keine Veränderungen. Die Inhibierung der RBC-NOS, respektive der 
Generierung von NO•, durch L-NIO führte zu einen signifikanten Anstieg der O2•⎯ auf 
159+7au (P<0,001; Abb. 28). Dies spiegelt die im vorherigen Abschnitt gezeigte 
Erhöhung des oxidativen Status wider. 
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Abbildung 28: Einfluss der RBC-NOS 
Aktivität und der Substratverfügbarkeit 
auf die O2•⎯-Konzentration im 
Erythrozyten. Die Zugabe von L-NIO führte 
zu einem signifikanten Anstieg der O2•⎯ von 
basal 127+5au auf 159+7au (P<0,001). Die 
Zugabe von L-Arginin und L-Ornithin und L-
Lysin bewirkte keine Veränderung der O2•⎯-
Konzentration im Erythrozyten. Die 
präsentierten Mittelwerte+Standardfehler 
wurden aus n=15 ermittelt.  
 
3.5.3 Nachweis der Wasserstoffperoxid-Konzentration in humanem Plasma  
 
Wasserstoffperoxid und Sauerstoff entstehen durch die Dismutation von O2•⎯ durch 
die SOD. Die Bestimmung der H2O2-Konzentration in Abhängigkeit der RBC-NOS 
Aktivität repräsentierten somit einen weiteren Parameter zur Untersuchung des 
Einflusses der RBC-NOS auf den oxidativen Status in der Zelle. Da eine direkte 
Messung des erythrozytären H2O2 nicht möglich war, wurde dieses Oxidanz im 
Plasma gemessen, mit der Hypothese, dass H2O2 entlang des 
Konzentrationsgefälles nach intrazellulärer Generierung ins Plasma diffundiert.  
PBS-, L-Arginin- und mit Aminosäuren behandelte Proben zeigten ähnliche H2O2-
Konzentrationen von 0,84+0,13µM, 0,86+0,1µM (N.S.) und 0,9+0,11µM (N.S.). Die 
Zugabe von L-NIO steigerte die H2O2-Konzentration auf 1,31+0,14µM (P<0,05; Abb. 
29). Zusammen mit den unter 3.5.1 und 3.5.2 aufgezeigten Ergebnissen bestätigt 
sich, dass die Inhibition der RBC-NOS durch L-NIO, und somit die Depletion des 
erythrozytären NO•, eine Erhöhung der ROS zur Folge hat.  
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Abbildung 29: Einfluss der RBC-NOS 
Aktivität und der Substratverfügbarkeit auf 
die H2O2-Konzentration im Plasma. Die 
Zugabe von L-NIO erhöhte die plasmatische 
H2O2-Konzentration von basal 0,84+0,13µM 
auf 1,31+0,14µM (P<0,05). Die Zugabe der 
Aminosäuren sowie L-Arginin hatte keinen 
Einfluss auf die H2O2 Konzentration im 
Plasma. n=10 
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3.6 Einfluss von oxidativem Stress auf die Hämorheologie 
 
Bislang wurde in dieser Arbeit gezeigt, dass die Inhibition der RBC-NOS, aber nicht 
die Verfügbarkeit von L-Arginin, sowohl die Nitritkonzentration, respektive den NO•-
Gehalt, (Abschnitt 3.3), als auch die Hämorheologie (Abschnitt 3.4) und den 
oxidativen Stress in der Zelle (Abschnitt 3.5) negativ beeinflusste. Darauf basierend 
sollte ein Zusammenhang zwischen erythrozytärem NO•, den ROS und der 
Rheologie hergestellt werden. Dazu wurde zuerst untersucht, ob ROS die 
Verformbarkeit und Aggregation verändern und anschließend wie sich diese 
Parameter verhalten, wenn die intrazelluläre NO•-Produktion inhibiert und die ROS-
Konzentration daraufhin erhöht wurde. Dazu wurden die Verformbarkeit und 
Aggregation nach extrazellulärer Zugabe von H2O2 und nach intrazellulärer 
Generierung von O2•⎯ in der Reaktion von Phenazinmethosulfat (PMS) mit O2 
gemessen. Additiv wurde untersucht, ob durch die Zugabe von Trolox, einem Fänger 
für ROS, die Wirkung der Oxidantien vermindert werden konnte. Da die Blockierung 
der L-Arginin-Transporter trotz der Senkung der erythrozytären Nitritkonzentration 
keine Auswirkungen auf die Rheologie oder den oxidativen Status hatte, wurde 
dieser Versuchsansatz nicht weiter verwendet. 
 
3.6.1 Erythrozytäre Verformbarkeit  
 
3.6.1.1 Einfluss von Superoxid-Anionen auf die Verformbarkeit 
 
Hebbel und Kollegen (1990) konnten mit der Mikropipetten-Aspirations-Technik und 
Baskurt und Kollegen (1998a) mit der ektazytometrischen Messung bei 5Pa belegen, 
dass die Zugabe von PMS zur Steifheit und Rigidität der Erythrozyten führt. Die hier 
durchgeführte ektazytometrische Messung bei neun Scherraten von 0,3Pa-10Pa 
zeigte, dass die intraerythrozytäre Generierung von O2•⎯ durch PMS 
konzentrationsabhängig zu einer signifikanten Reduktion der Verformbarkeit führte 
(Abb. 30; Anhang Tabelle 4). Dabei konnte auch beobachtet werden, dass bei einer 
PMS-Konzentration von 100µM die Verformbarkeit, im Vergleich zur Reduktion bei 
25µM und 50µM, überdurchschnittlich stark absank. Parallele Applikationen von PMS 
und Trolox zeigten, dass Trolox die ROS, in diesem Fall die O2•⎯, abfängt und der 
Einfluss der O2•⎯ auf die Verformbarkeit ausblieb (Abb. 31; Anhang Tabelle 5). In 
einem Kontrollansatz wurde gezeigt, dass Trolox alleine keinen Einfluss auf die 
Verformbarkeit hatte (Abb. 31; Anhang Tabelle 7). 
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Abbildung 30: Einfluss intraerythrozytär 
gebildeter O2•⎯ auf die Verformbarkeit. 
PMS führte konzentrationsabhängig zu einer 
signifikanten Minderung der Verformbarkeit. 
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Abbildung 31: Einfluss von Trolox auf 
die O2•⎯ vermittelte Reduktion der 
Verformbarkeit. Die PMS-vermittelte 
Reduktion der Verformbarkeit wurde 
durch die gleichzeitige Zugabe von 
Trolox verhindert. 
 
 
3.6.1.2 Einfluss von Wasserstoffperoxid auf die Verformbarkeit 
 
Studien von Baskurt und Kollegen (1997) belegen, dass die Applikation von H2O2 zur 
Minderung der erythrozytären Verformbarkeit führt. Die Untersuchungen zweier 
extrazellulär applizierter H2O2-Konzentrationen (500mM, 1mM) auf die 
Verformbarkeit zeigten, dass die Zugabe von H2O2 konzentrationsabhängig zu einer 
Verminderung der erythrozytären Verformbarkeit führte (Abb. 32; Anhang Tabelle 6). 
Die simultane Gabe von H2O2 und Trolox führte zum Abfangen der ROS, hier H2O2, 
durch Trolox und zum Ausbleiben der H2O2-vermittelten Reduktion der 
Verformbarkeit (Abb. 33; Anhang Tabelle 6). 
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Abb. 32: Einfluss von H2O2 auf die 
Verformbarkeit. Die Zugabe von 
H2O2 bewirkte konzentrationsabhängig 
eine signifikante Reduktion der 
Verformbarkeit. 
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Abb. 33: Einfluss von Trolox auf die 
H2O2-vermittelte Reduktion der 
Verformbarkeit. Die H2O2-vermittelte 
Reduktion der Verformbarkeit wurde 
durch die gleichzeitige Zugabe von 
Trolox verhindert. 
 
 
 
 
 
 
3.6.1.3 Einfluss eines Radikalfängers auf die L-NIO-vermittelte Reduktion der 
Verformbarkeit  
 
Wie in Kapitel 3.4.1 und 3.5 gezeigt, führte die Inhibierung der RBC-NOS durch L-
NIO, aber nicht die Limitierung des Substratangebotes, zu einem signifikanten 
Anstieg der ROS und einer signifikanten Reduktion der Verformbarkeit.  Der 
Nachweis zur ROS-vermittelten Reduktion der Verformbarkeit infolge der L-NIO-
mediierten Inhibition der RBC-NOS erfolgte über die Zugabe eines Radikalfängers.  
Die resultierenden Daten zeigten, dass die Zugabe von Trolox die L-NIO-vermittelte 
Reduktion der Verformbarkeit aufheben konnte (Abb. 34; Anhang Tabelle 7). Dies 
belegt, dass durch die Zugabe von L-NIO reaktive Sauerstoffspezies entstehen, 
infolge dessen die Verformbarkeit verschlechtert wird. Durch die Zugabe von Trolox 
werden die ROS, die durch die RBC-NOS Inhibierung entstanden sind, abgefangen, 
so dass die Verformbarkeit unverändert bleibt.   
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 Abbildung 34: Einfluss von Trolox auf 
die L-NIO-bedingte Verminderung der 
erythrozytären Verformbarkeit. Die 
durch L-NIO vermittelte Reduktion der 
erythrozytären Verformbarkeit wurde 
durch die gleichzeitige Zugabe von 
Trolox verhindert.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
3.6.1.4 Einfluss der Inhibierung der erythrozytären NO•-Produktion und der Erhöhung 
des oxidativen Status auf die Verformbarkeit 
 
Die Ergebnisse der voraus gegangenen Untersuchungsabschnitte haben gezeigt, 
dass sowohl extrazellulär applizierte als auch intrazellulär generierte ROS die 
Verformbarkeit beeinträchtigen. Weiterhin, dass die L-NIO-vermittelte 
Verschlechterung der Verformbarkeit auf die Bildung von ROS zurückzuführen ist, da 
dieser Effekt durch einen Radikalfänger verhindert werden konnte. Dies 
untermauerte die Ergebnisse der Abschnitte 3.4.1 und 3.5 dahingehend, dass die 
Inhibierung der RBC-NOS zur ROS-Generierung im Erythrozyten beiträgt und so 
Einfluss auf die Hämorheologie nimmt. Um die Bedeutung des erythrozytär 
gebildeten NO• für die Verformbarkeit weiter hervorzuheben wurde die NO•-Synthese 
im Erythrozyten inhibiert und anschließend die ROS-Konzentration durch 
extrazellulär appliziertes H2O2 sowie intrazellulär generierte O2•⎯ erhöht. Abbildung 
34 präsentierte erneut die unter 3.4.1, 3.6.1.1 und 3.6.2.1 dargestellten Ergebnisse 
der Reduktion der Verformbarkeit nach L-NIO-, H2O2- und PMS-Behandlung. Die 
Abbildung zeigte weiter, dass die Inhibierung der NO•-Produktion durch L-NIO und 
die nachfolgende intrazelluläre Generierung von O2•⎯ durch PMS sowie die 
extrazelluläre Applikation von H2O2 den Effekt auf die Verformbarkeit, im Vergleich 
zu den Einzelansätzen, weiter verstärkte, die Verformbarkeit vermehrt reduzierte und 
zu beinahe völliger Rigidität der Erythrozyten führte (Abb. 35; Anhang Tabelle 8). 
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Abbildung 35: Einfluss der RBC-NOS-Inhibierung und nachfolgender Erhöhung des oxidativen 
Status auf die erythrozytäre Verformbarkeit. Die Inhibierung der erythrozytären NO•-Produktion 
durch L-NIO führte zu einer signifikanten Reduktion der Verformbarkeit; ebenso die Applikation von 
H2O2 sowie die intraerythrozytäre Generierung von O2•⎯ durch PMS. Im Vergleich zu diesen 
Einzelansätzen wurde die Verformbarkeit durch eine Vorinkubation mit L-NIO und eine folgende 
Inkubation mit PMS respektive  H2O2 nochmals verschlechtert.  
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3.6.2 Erythrozytäre Aggregation 
 
3.6.2.1 Einfluss von Superoxid-Anionen auf die Aggregation 
 
Die Untersuchung zum Einfluss des oxidativen Stresses auf die Aggregation der 
Erythrozyten erfolgte durch die intrazelluläre Generierung von O2•⎯ durch PMS. 
Studien zu diesem Aspekt weisen darauf hin, dass intrazellulär generierte O2•⎯ keinen 
Einfluss auf die Aggregabilität haben (Baskurt et al., 1998a). Die Determinierung der 
Aggregation erfolgte jedoch in vorzitierter Studie ausschließlich über die Bestimmung 
der Disaggregations-Scherrate. Die Ergebnisse dieser Arbeit bestätigen die von 
Baskurt und Kollegen (1998a) erbrachten Daten insofern, dass PMS die Aggregation 
erhöhte. Die Untersuchung der repräsentativen Parameter belegte, dass die Zugabe 
von PMS zu einer Erhöhung des AI und der Disaggregations-Scherrate, sowie zur 
Reduktion der Halbreaktionszeit und somit zur einer zeitlich gesehen schnelleren 
Aggregation führte. Dies erfolgte jedoch lediglich bei einer PMS-Konzentration von 
100µM. Die Zugabe von 25µM respektive 50µM PMS hatte keinen Effekt auf die 
Aggregations-Parameter. Die parallele Applikation des Radikalfängers Trolox und 
PMS führte zum Abfangen der O2•⎯ durch Trolox, wodurch die Aggregation 
unverändert blieb. Im Einzelnen wurde in PBS-behandelten Proben ein AI von 
55,59+1,39% berechnet und stieg auf 57,57+2,13% (N.S.), 61,52+2,35% (N.S.) und 
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61,53+1,53% (P<0,05) nach Zugabe von 25µM, 50µM und 100µM PMS. Nach 
paralleler Applikation von Trolox und PMS-Konzentrationen von 25µM, 50µM und 
100µM wurden AI von 56,85+3,2% (N.S.), 55,06+5,7% (N.S.) und 55,99+3,1% (N.S.) 
ermittelt (Abb. 36A). Die Halbreaktionszeit sank nach Zugabe von PMS von 
3,25+0,2sec in PBS-behandelten Proben auf 2,97+0,32sec (N.S.), 2,65+0,25sec 
(N.S.) und 2,36+0,28sec (P<0,05). Durch die gleichzeitige Zugabe von Trolox wurde 
der PMS-induzierte Effekt aufgehoben. Die resultierenden t ½ betrugen in den 
jeweiligen Ansätzen 3,11+0,18sec (N.S.), 3,17+0,13sec (N.S.) und 3,24+0,19sec 
(N.S.; Abb. 36B). Die Disaggregations-Scherrate stieg durch die Zugabe von PMS in 
Abhängigkeit der drei applizierten Konzentrationen von basal 86+7 1/sec auf 86+7 
1/sec (N.S.), 105+5 1/sec (N.S.) und 117+5 1/sec (P<0,05). Der PMS-vermittelte 
Anstieg der Disaggregations-Scherrate wurde durch die gleichzeitige Zugabe von 
Trolox verhindert. In den entsprechenden Parallelansätzen wurden Disaggregations-
Scherraten von 83+2 1/sec (N.S.), 84+5 1/sec (N.S.) respektive 84+5 1/sec (N.S.) 
ermittelt (Abb. 36C). 
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Abbildung 36. Einfluss intraerythrozytär gebildeter O2•⎯ auf die erythrozytäre Aggregation.  
Erklärung siehe nächste Seite. 
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Abbildung 36: (A) Der AI stieg bei einer PMS-Konzentration von 100µM von 55,59+1,39% in PBS-
behandelten Proben auf 61,53+1,53% (P<0,05). (B) Die Halbreaktionszeit sank durch die Zugabe 
100µM PMS von basal 3,25+0,2sec auf 2,36+0,28sec (P<0,05). (C) Die Disaggregations-Scherrate 
stieg nach Zugabe von 100µM PMS signifikant von basal 86+7 1/sec auf 117+5 1/sec (P<0,05). Durch 
Zugabe von Trolox wurden die O2•⎯ abgefangen, so dass der AI, die Halbreaktionszeit und der 
Disaggregations-Scherrate unverändert blieben.  
 
 
 
3.6.2.2 Einfluss von Wasserstoffperoxid auf die Aggregation 
 
Der Einfluss von H2O2 auf die Aggregation wurde von Baskurt und Kollegen (1997) 
unter zu  Hilfenahme eines Myrenne Aggregometers gezeigt. Wie bereits unter 3.5.3 
beschrieben, wurden die einzelnen Schritte der Aggregation dabei nicht genauer 
beleuchtet. Mit Hilfe des LORCA-Systems konnte eine H2O2-vermittelte Steigerung 
des AI von basal 55,59+1,39% auf 63,36+2,89% (P<0,05) und 65,69+2,12% 
(P<0,01) nach Zugabe von 500µM, respektive 1mM H2O2 belegt werden. Nach 
paralleler Applikation von 500µM respektive 1mM H2O2 sowie Trolox blieb der AI mit 
56,64+1,54% (N.S.) und 52,83+2,04% (N.S.) unverändert (Abb. 37A). Die 
Halbreaktionszeit sank durch die Zugabe von 500µM, respektive 1mM H2O2 von 
basal 3,25+0,2sec auf 2,18+0,23sec P<0,05) und 2,07+0,19sec (P<0,05). Die 
Zugabe von Trolox konnte die H2O2-induzierte Reduktion der Halbreaktionszeit 
aufheben. Die Halbreaktionszeit betrug in diesen Ansätzen 3,35+0,37sec (N.S.) 
sowie 3,37+0,17sec (N.S.; Abb. 37B). Die Disaggregations-Scherrate stieg in 
Abhängigkeit der applizierten H2O2-Konzentrationen von basal 86+7 1/sec auf 101+5 
1/sec (N.S.) und 124+3 1/sec (P<0,05). Nach Trolox-Applikation blieb die 
Disaggregations-Scherrate mit 84+2 1/sec (N.S.) und 81+1 1/sec (N.S.) unverändert 
(Abb. 37C). 
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Abbildung 37: Einfluss von H2O2 auf die erythrozytäre Aggregation. (A) Der AI stieg in 
Abhängigkeit von 500µM und 1mM H2O2 von basal 55,5+1,39% auf 63,36+2,89% (P<0,05) und 
65,69+2,12% (P<0,01). (B) Die Halbreaktionszeit sank durch die Zugabe von H2O2 von basal 
3,25+0,2sec auf 2,18+0,23sec P<0,05) und 2,07+0,19sec (P<0,05). (C) Die Disaggregations-
Scherrate stieg nach Zugabe von 500µM und 1mM H2O2 signifikant von basal 86+7 1/sec auf 101+5 
1/sec und 124+3 1/sec (P<0,05).  
Durch die Zugabe von Trolox wurde das H2O2 abgefangen, so dass der AI, die Halbreaktionszeit und 
der Disaggregations-Scherrate unverändert blieben.  
 
 
3.6.2.3 Einfluss eines Radikalfängers auf die L-NIO-vermittelte Erhöhung der 
Aggregation  
 
Wie unter 3.4.2 und 3.5 beschrieben führte die Inhibierung der RBC-NOS und 
kongruent die Inhibierung der NO•-Synthese durch L-NIO zu einer erhöhten ROS-
Produktion und einer Zunahme der erythrozytären Aggregation. Der Nachweis zur 
ROS-vermittelten Steigerung der Aggregation infolge der L-NIO-mediierten Inhibition 
der RBC-NOS erfolgte über die Zugabe eines Radikalfängers. Die resultierenden 
Daten zeigten analog zu den unter 3.6.1.3 beschriebenen Ergebnissen, eine L-NIO-
vermittelte ROS-Produktion und anschließende Zunahme der Aggregation, die durch 
die Zugabe eines Radikalfängers verhindert werden konnte. Dies belegt, dass durch 
die Zugabe von L-NIO reaktive Sauerstoffspezies entstehen, infolge dessen die 
Aggregation gesteigert wird. Durch die Zugabe von Trolox werden die ROS, die 
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durch die RBC-NOS Inhibierung entstanden sind, abgefangen, so dass die 
Aggregation unverändert bleibt.  Die Veränderungen der einzelnen Aggregations-
Parameter durch L-NIO, respektive durch die Inhibition der NO•-Synthese, konnten 
zusammenfassend wie folgt beziffert werden. Der AI stieg signifikant von 
55,59+6,67% auf 60,45+1,36% (P<0,05). Die Halbreaktionszeit sank von 
3,25+0,2sec auf 2,47+0,21sec (P<0,05) und die Disaggregations-Scherrate stieg von 
86+7 1/sec auf 113+10 1/sec (P<0,05). Nach paralleler Applikation von L-NIO und 
Trolox wurde ein AI von 54,91+1,81% (N.S.) gemessen. Auch die Halbreaktionszeit 
mit 3,34+0,37sec (N.S.) sowie die Disaggregations-Scherrate mit 84+5 1/sec blieben 
unverändert. Trolox alleine zeigte keine Auswirkungen auf die Aggregation. Der AI, 
die Halbreaktionszeit und die Disaggregations-Scherrate blieben mit 55,09+2,71% 
(N.S.), 3,16+0,29sec (N.S.) respektive 84+5 1/sec (N.S.) unverändert (Abb. 38 A-C). 
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Abbildung 38: Einfluss von Trolox auf die L-NIO-bedingte Zunahme der erythrozytären 
Aggregation. (A) Durch eine parallele Applikation von L-NIO und Trolox konnte kein L-NIO-
vermittelter Einfluss auf den AI beobachtet werden. (B) Auch die Halbreaktionszeit blieb durch die 
gleichzeitige Gabe von L-NIO und Trolox unverändert. (C) Ebenso die Disaggregations-Scherrate.  
Die Zugabe von Trolox alleine zeigte keinen Effekt auf den AI, die Halbreaktionszeit oder die 
Disaggregations-Scherrate. 
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3.6.2.4 Einfluss der Inhibierung der erythrozytären NO•-Produktion und der Erhöhung 
des oxidativen Status auf die Aggregation 
 
Die Untersuchungen zur Aggregation haben gezeigt, dass sowohl extrazellulär 
applizierte als auch intrazellulär generierte ROS zu einer Erhöhung der Aggregation 
beitragen. Es konnte auch bestätigt werden, dass die L-NIO-vermittelte Steigerung 
der Aggregation auf die Bildung von ROS zurückzuführen ist, da dieser Effekt durch 
einen Radikalfänger verhindert werden konnte. Dies untermauerte die Ergebnisse 
der Abschnitte 3.4.2 und 3.5 dahingehend, dass die Inhibierung der RBC-NOS zur 
ROS-Generierung im Erythrozyten beiträgt und so Einfluss auf die Hämorheologie 
nimmt. Um die Bedeutung des erythrozytär gebildeten NO• für die Aggregation weiter 
hervorzuheben wurde die NO•-Synthese im Erythrozyten inhibiert und anschließend 
die ROS-Konzentration durch extrazellulär appliziertes H2O2 sowie intrazellulär 
generierte O2•⎯ erhöht. Die Ergebnisse belegten, dass die Inhibierung der NO•- 
Produktion in Kombination mit einer intrazellulären Generierung von O2•⎯, aber nicht 
H2O2, im Vergleich zu den jeweiligen Einzelansätzen, zu einer erhöhten 
Aggregabilität führte (Abb. 38 A-C). Der AI stieg nach Applikation von L-NIO, H2O2 
(1mM), PMS (100µM), L-NIO/H2O2 (1mM) und L-NIO/PMS (100µM) von basal 
55,59+1,39% auf 60,45+1,34% (P<0,05), 65,56+2,12% (P<0,01), 61,53+1,53% 
(P<0,05), 69+0,3% (P<0,001) und 69,28+0,52% (P<0,001; Abb. 39A). Die 
Halbreaktionszeit sank von basal 3,25+0,2sec auf 2,47+0,21sec (P<0,05), 
2,07+0,19sec (P<0,05), 2,36+0,28sec (P<0,05), 1,92+0,15 (P<0,05) und 2,04+0,3sec 
(P<0,05; Abb. 39B). Die Disaggregations-Scherrate stieg von basal 86+7 1/sec auf 
113+10 1/sec (P<0,05), 124+3 (P<0,05), 117+5 1/sec (P<0,05), 131+2 1/sec 
(P<0,05) und 139+3 1/sec (P<0,01; Abb. 39C). Im Vergleich zu den Einzelansätzen 
mit L-NIO und PMS (100µM) stiegen sowohl der AI als auch die Disaggregations-
Scherrate im Doppelansatz mit L-NIO und PMS (100µM) signifikant an.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 84
3. ERGEBNISSE 
 (A) (B) (C) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
PBS; n=30
L-NIO; n=10
H2O2 (1mM); n=6
PMS (100µM); n=6
L-NIO/H 2O2 (1mM); n=6
L-NIO/PMS (100µM); n=6
0
10
20
30
40
50
60
70
80
A
gg
re
ga
tio
ns
-In
de
x 
(%
)
0
20
40
60
80
100
120
140
160
D
is
ag
gr
eg
at
io
ns
-S
ch
er
ra
te
 (1
/s
ec
)
0,0
0,5
1,0
1,5
2,0
2,5
3,0
3,5
4,0
4,5
H
al
br
ea
kt
io
ns
ze
it
(s
ec
)
***
* **
**** *
* *
**
**
*
*
**
** ***
**
A
gg
re
ga
tio
ns
-In
de
x 
(%
)
D
is
ag
gr
eg
at
io
ns
-S
ch
er
ra
te
 (1
/s
ec
)
H
al
br
ea
kt
io
ns
ze
it
(s
ec
)
 
Abbildung 39: Einfluss der RBC-NOS-Inhibierung und nachfolgender Erhöhung des oxidativen 
Status auf die erythrozytäre Aggregation. (A) Der AI stieg durch die Inhibierung der RBC-NOS und 
Erhöhung des oxidativen Status durch H2O2 und O2•⎯ signifikant von basal 55,59+ 1,39% auf 69+0,3% 
(P<0,05) und 69,28+0,52% (P<0,001). (B) Die Halbreaktionszeit sank in diesen Ansätzen von basal 
3,25+0,2sec auf 1,92+0,15 (P<0,05) und 2,04+0,3sec (P<0,05). (C) Die Disaggregations-Scherrate 
stieg von basal 86+7 1/sec auf 131+2 1/sec (P<0,05) und 139+3 1/sec (P<0,01). Dabei ist im 
Vergleich zu den Ansätzen mit L-NIO alleine nur bei der zusätzlichen Genierung von O2•⎯ ein 
tatsächlich signifikanter Anstieg der Aggregation zu verzeichnen. 
 
Die Untersuchungen zum Einfluss des oxidativen Stresses auf die Hämorheologie 
bewiesen somit, dass sowohl extrazelluläre als auch intrazellulär produzierte ROS 
die rheologischen Eigenschaften des Erythrozyten schädigen und sowohl zu weniger 
verformbaren als auch schneller aggregierten Erythrozyten führten. Als eine 
intrazelluläre ROS-Quelle konnte die RBC-NOS identifiziert werden, deren Hemmung 
die ROS-Konzentration im Erythrozyten maßgeblich steigerte. Zudem konnte gezeigt 
werden, dass RBC-NOS produziertes NO• der Protektion gegen ROS diente, da ein 
Fehlen des NO• in Phasen eines erhöhten oxidativen Stresses u.a. zu fast 
vollständiger Rigidität der Erythrozyten führte.  
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3.7 Einfluss der eingesetzten Reagenzien auf die erythrozytäre 
Morphologie  
 
Der Nachweis über den Einfluss der in dieser Arbeit eingesetzten Reagenzien auf die 
Zellmorphologie erfolgte über eine mikroskopische Auswertung ungefärbter 
Erythrozyten. Dabei wurde zum einen die Zelle als solche betrachtet und außerdem 
Länge und Größe der Erythrozyten vermessen, um Volumenverluste oder 
Volumenzuwachs infolge der Reagenz-Zugabe auszuschließen. 
Größenveränderungen können die Messung der rheologischen Parameter 
beeinflussen. Zudem sind morphologische Veränderungen durch H2O2 (Watanabe et 
al., 1990) und PMS (Hebbel et al., 1990) in der Literatur beschrieben. Die Ergebnisse 
der vorzitierten Arbeiten konnten in dieser Versuchsreihe nicht bestätigt werden. Die 
behandelten Erythrozyten unterschieden sich in ihrer Länge und Breite nicht von 
jenen unbehandelter Erythrozyten (Tabelle 9, Abb. 40). 
 
Tabelle 9: Größenbestimmung der Erythrozyten nach Inkubation mit verschiedenen 
Reagenzien  
Ansatz Länge (µm) 
 
Breite (µm) Länge 
P zu PBS 
Breite 
P zu 
PBS 
PBS 6,71+0,08 6,49+0,1   
PBS/Trolox (100µM) 6,72+0,09 6,42+0,14 0,93 0,7 
L-Arginin (3mM) 6,84+0,1 6,45+0,18 0,34 0,84 
L-NIO (10µM) 6,76+0,12 6,43+0,13 0,76 0,75 
L-NIO/Trolox (100µM) 6,82+0,11 6,45+0,13 0,43 0,81 
L-NIO/PMS (100µM) 6,69+0,13 6,44+0,14 0,86 0,81 
L-NIO/H2O2 (1mM) 6,78+0,1 6,46+0,13 0,89 0,92 
Aminosäuren 6,68+0,15 6,43+0,12 0,86 0,73 
H2O2 (1mM) 6,76+0,12 6,45+0,13 0,79 0,82 
H2O2 (1mM)/Trolox (100µM) 6,7+0,13 6,47+0,15 0,93 0,91 
PMS (100µM) 6,64+0,14 6,43+0,12 0,62 0,73 
PMS (100µM)/Trolox 
(100µM) 6,68+0,15 6,38+0,15 0,84 0,55 
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Abbildung 40: Morphologische Untersuchungen der ungefärbten Erythrozyten nach Inkubation mit 
den in dieser Arbeit eingesetzten Reagenzien. Die Bilder wurden mit 1000-facher Vergrößerung 
aufgenommen. 
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4. DISKUSSION 
 
4.1 RBC-NOS-abhängige Generierung von NO•  
 
Eine Stickstoffmonoxid-Synthase vermittelte erythrozytäre NO•-Produktion wird in der 
Literatur kontrovers diskutiert (Kang et al., 2000) und wurde bis jetzt noch nicht direkt 
nachgewiesen. Jedoch ist die Aktivität der RBC-NOS über die Konversion von L-
Arginin zu L-Citrullin mit einer Rate von 0,3+0,1pmol/min/mg Protein bereits belegt 
(Kleinbongard et al., 2006b). Die Immunodetektion (Abschnitt 3.2.1, Abb. 16) 
erbrachte den Nachweis über eine Stickstoffmonoxid-Synthase in den untersuchten 
Erythrozyten, in denen konkludent die NO•-Produktion mittels Elektronen-Spin-
Resonanz-Spektroskopie (ESR) qualitativ gemessen wurde (Abschnitt 3.2.3; Abb. 
19). Die Kurzlebigkeit des NO•-Radikals erforderte hierzu die Verwendung eines 
hydrophoben, membranassoziierten Fe-(DETC)2-Komplex, der im Erythrozyten mit 
NO• zu einem paramagnetischen Mononitrosyl-Eisen-(II)-(MNIC)-Komplex reagiert 
(Vanin et al., 2002). Der Nachweis der RBC-NOS-abhängigen Generierung von NO• 
erfolgte durch den Einsatz des Stickstoffmonoxid-Synthase Inhibitors L-NIO. In 
diesem Substrat-Analogon ist die terminale Aminogruppe des L-Arginin, aus der NO• 
entsteht, durch eine Methylgruppe ersetzt (Rees et al., 1990). Das Fehlen des MNIC-
Signals in diesem Ansatz (Abschnitt 3.2.4, Abb. 20) belegt, dass zuvor detektiertes 
erythrozytäres NO• der Produktion der RBC-NOS entstammt, und nicht 
ausschließlich extrazellulär aufgenommen wurde (Wennmalm et al., 1992) oder der 
Konversion von Nitrit zu NO• durch Deoxyhämoglobin (Rogers et al., 2005) 
entstammt. Die Wahl der eingesetzten Spinfalle erlaubt darüber hinaus den Schluss, 
dass dieses NO• membran- respektive zytoskelettassoziiert wirksam ist und somit 
potentiell eine Rolle in der Modulation der Hämorheologie und der Verbesserung der 
Mikrozirkulation spielen könnte (Özüyamann et al., 2008).  
 
4.2 Erythrozytäres Nitrit als Marker für die erythrozytäre NO•- 
Synthese 
 
Für die Synthese von NO• durch die Stickstoffmonoxid-Synthase wird L-Arginin als 
Substrat benötigt (Palmer et al., 1988; Pollock et al., 1991). Obwohl die L-Arginin-
Konzentration in der Endothelzelle mit 2mM (Hecker et al., 1990) über der 
Michaeliskonstante der eNOS mit 2,9µM liegt (Pollock et al., 1991), konnte in Studien 
gezeigt werden, dass intravenös oder oral verabreichtes L-Arginin eine Endothel-
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vermittelte Vasodilatation, einen Anstieg des plasmatischen Nitrits und eine erhöhte 
Urinausscheidung von Nitrat bewirkt (Bode-Böger et al., 1994; 1996; 1998; 1999). 
Außerdem führt sie zu einer erhöhten vaskulären und systemischen NO•-Produktion 
(Boger, 2004). Die vorliegende Arbeit belegt eine zeitabhängige Bildung von 
erythrozytärem Nitrit, dem primären Oxidationsprodukt von NO•, nach Verabreichung 
von L-Arginin mit einer maximalen Nitritkonzentration von 218+3nM (P<0,01), 
entsprechend einem Anstieg von 14,1%, nach 30minütiger Inkubation. Die 
intraerythrozytäre Konzentration von freiem L-Arginin beträgt 258+113µM (Divino 
Filho et al., 1997) und obwohl eine Michaeliskonstante für die RBC-NOS noch nicht 
bestimmt wurde kann auch hier angenommen werden, dass die Konzentration des L-
Arginin den Km-Wert des Enzyms übersteigt. Bei der Erklärung dieses L-Arginin-
Paradoxons wird den intrazellulären Inhibitoren, darunter methylierte Arginine wie 
ADMA und NG-methyl-L-Arginin (Hishikawa et al., 1993; Surdacki et al., 1999)  eine 
zentrale Rolle zugeschrieben. Es wird angenommen, dass unter physiologischen und 
pathophysiologischen Bedingungen eine orale oder intravenöse Verabreichung von 
L-Arginin eine Erhöhung der zirkulierenden L-Arginin-Konzentration bewirkt. Dies 
bedingt einen Anstieg des intrazellulären L-Arginin im Austausch mit intrazellulären 
Inhibitoren über das y+-Transportsystem (Tsikas et al., 2000). Diese Hypothese 
konnte für den Erythrozyten mit den Daten in dieser Arbeit bestätigt werden. Die 
Messung der plasmatischen ADMA-Werte nach L-Arginin Verabreichung zeigt, dass 
die Konzentration dieses NOS-Inhibitors extrazellulär von 0,93+0,06µM auf 
1,4+0,09µM (P<0,01) ansteigt, was einem Zuwachs von 50,5% entspricht (Abschnitt 
3.3.2, Abb. 22). Dies belegt, dass die NO•-Produktion nach Zugabe von L-Arginin 
durch eine intrazelluläre Reduktion des Inhibitors ADMA gesteigert werden kann und 
liefert somit eine Erklärung für das L-Arginin Paradoxon.   
Die vorliegenden Daten dokumentieren darüber hinaus eine L-NIO bedingte 
Reduktion des erythrozytären Nitrits auf 144+5nM (P<0,001), entsprechend um 
24,6%, aufgrund der Inhibierung der RBC-NOS (Abschnitt 3.3.1; Abb. 21). Eine 
Reduktion der L-Arginin Verfügbarkeit durch die Blockierung der L-Arginin 
Transportsysteme mit L-Ornithin und L-Lysin führte ebenfalls zu einer Reduktion der 
erythrozytären Nitritkonzentration. Diese fiel jedoch mit 161+5nM (P<0,01), 
entsprechend einem Abfall von 13,6%, nicht so stark aus wie nach der 
Verabreichung von L-NIO. Diese Ergebnisse werden durch die entsprechenden ESR-
Resultate untermauert. Die Bindung von L-NIO an die RBC-NOS inhibiert die 
 89
4. DISKUSSION 
Generierung von NO• und limitiert so die Konzentration des Reaktionspartners der 
eingesetzten Spinfalle. Dies verhindert die Ausbildung eines entsprechenden ESR-
Signals. Die Ergebnisse belegen somit, dass einerseits die Nitritkonzentration im 
Erythrozyten maßgeblich durch die Aktivität der RBC-NOS beeinflusst wird und dass 
der erythrozytäre Nitritgehalt einen sensitiver Marker für die erythrozytäre NO•-
Produktion darstellt.  
 
4.3 NO• -abhängige Regulation der erythrozytären Rheologie  
 
Das in Endothelzellen durch die eNOS gebildete NO• wirkt nachweislich nicht nur auf 
glatte Muskelzellen (Bhagat und Vallance, 1996; Lloyd-Jones und Bloch, 1996; Marin 
und Rodriguez-Martinez, 1997), sondern diffundiert auch in das vaskuläre Lumen. 
Dort wird es trotz der hohen Reaktionsrate mit Hämoglobin (κHb=3-5*107M-1*s-1) nicht 
vollständig inaktiviert. Begründet ist dies durch die Tatsachte, dass in Variation des 
Scher-Stresses 20-25% (Schmid-Schönbein et al., 1979) der Gefäßwand frei von 
Erythrozyten ist (Butler et al., 1998; Liao et al., 1999). Ein Vergleich mit Erythrozyten 
verdeutlicht, dass intraerythrozytär gebildetes NO•, ebenso wie endothelial gebildetes 
NO•, die Physiologie der Zelle, hier des Erythrozyten, beeinflussen kann. So besitzen 
Erythrozyten neben einer Form der Stickstoffmonoxid-Synthase (Jubelin und 
Gierman, 1996; Chen und Mehta, 1998), auch Guanylatzyklase, das die Synthese 
von cGMP aus GTP katalysiert und in Endothelzellen die Relaxation der glatten 
Muskulatur bewirkt, sowie Phosphodiesterase, das cGMP wieder zu GMP abbaut 
(Petrov et al., 1994; Petrov und Lijnen, 1996). Das im Erythrozyten gebildete NO• 
wird ebenfalls nicht vollständig durch Hämoglobin inaktiviert, da dieses physisch 
innerhalb der Erythrozyten kompartimentiert ist (Liu et al., 1998; Vaughn et al., 1998). 
Daher konnte eine Steigerung der NO•-Produktion, respektive des erythrozytären 
Nitrits, durch L-Arginin beobachtet werden. Dies hatte jedoch keinen Einfluss auf die 
rheologischen Parameter, da die Verbesserung dieser Parameter in einem intakten 
System vermutlich nicht möglich ist. Auch die Blockierung der L-Arginin-Transporter 
hat keine Auswirkungen auf die rheologischen Parameter. Hierfür kann nur vermutet 
werden, dass diese Reduktion des NO•-Gehalts nicht ausreicht um einen Einfluss auf 
Verformbarkeit und Aggregation auszuüben. Eine Inhibition der RBC-NOS hat jedoch 
eine Verschlechterung der erythrozytären Verformbarkeit zur Folge. Außerdem ist 
eine beschleunigte Aggregation nach Inhibierung der NO•-Produktion ebenso zu 
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beobachten wie eine verstärkte Bindung der Erythrozyten zueinander 
(Disaggregations-Scherrate; Abschnitt 3.4., Abb. 25, 26). 
Die Mechanismen der Verformbarkeit und Aggregation sind bis dato nur 
unzureichend erklärt und die zelluläre Zielstruktur des NO• und die tatsächliche 
Funktionsweise des NO• in Bezug auf die rheologischen Parameter konnten bislang 
noch nicht identifiziert werden (Bor-Kucukatay et al., 2003). Für die Strukturerhaltung 
des Erythrozyten ist die Funktionalität des Zytoskeletts jedoch unerlässlich. Dieses 
besteht aus α-und β-Spektrinketten, die umeinander gedreht sind und so ein 
Spektrin-Heterodimer bilden. Dieses ist wiederum durch die räumliche Assoziation 
der Enden zueinander zu einer Tetramer-Struktur verwoben (Morrow et al., 1981). 
Spektrin-Tetramere binden Aktin-Oligomere und Polypeptide und formen mit diesen 
ein Zweidimensionales Netzwerk (Branton et al., 1981), das in die Stabilisierung der 
Membran und in die Kontrolle von Zellform, Verformbarkeit und der lateralen Mobilität 
der Transmembranproteine involviert ist (Smith et al., 1982). Die Behandlung mit 
Sulfhydryl-Reagenzien, wie z.B. N-Ethylmaleimid, führt über die kovalente Bindung 
an freie Sulfhydryl-Gruppen zu deren Blockierung und zur Bildung von Spektrin-
Dimeren, die nicht an die Membran binden können und so zur Instabilität des 
Zytoskelett führen. Weiterhin sind ROS in der Lage freie Sulfhydrylgruppen zu 
oxidieren (Radi et al., 1991). Eine mögliche Erklärung für die Funktionsweise des 
erythrozytär gebildeten NO• wäre demnach, dass dieses die freien Sulfhydrylgruppen 
des erythrozytären Zytoskeletts vor der kovalenten Bindung und Oxidation durch 
ROS schützt und das Fehlen des NO• einen Verlust dieser Schutzmechanismen für 
die Verformbarkeit bedeutet.  
Es ist zudem bekannt, dass die Aggregation das Ergebnis von lokalem Scher-Stress 
und makromolekularer Interaktionen zwischen benachbarten Zellen ist. Auch spielen 
Plasma-Proteine wie Fibrinogen oder IgG eine Rolle bei der Aggregation (Game et 
al., 1996; Baskurt und Meiselman, 2003) und ROS bedingen eine vermehrte 
Aggregatbildung (Baskurt und Meselman, 2003). Dabei konnte der Ursprung dieser 
ROS noch nicht evaluiert werden. Eine mögliche ROS-Quelle könnte demnach eine 
entkoppelte RBC-NOS darstellen und ein intaktes Enzym könnte über die Produktion 
von NO• eine protektive Rolle ausüben und vor der Schädigung durch die ROS 
schützen. 
Eine entkoppelte RBC-NOS beeinträchtigt jedoch nicht nur die rheologischen 
Parameter und die Physiologie des Erythrozyten, sondern wirkt sich auch auf die 
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Expression der eNOS und folglich auf die Produktion des endothelialen NO• aus. 
Tierexperimentelle Studien belegen, dass eine erhöhte Erythrozyten-Aggregation die 
Expression der eNOS vermindert und den vasomotorischen Tonus verändert 
(Baskurt et al., 2004). Die erhöhte Aggregation führt konkludent zu einer gesteigerten 
Blutviskosität bei geringen Scherraten (Baskurt und Meiselman, 1997) und erhöhtem 
Flusswiderstand in den großen Blutgefäßen. Dieser erhöhte hämodynamische 
Widerstand ist koinzident mit einer Erhöhung der Aggregation und einer Reduktion 
des Blutflusses in der Peripherie. Ein verminderter Blutfluss unterdrückt die eNOS 
Expression und die Fluss-mediierte-Dilatation in kleinen Arterien (Varin et al., 1999). 
Grund hierfür ist die axiale Orientierung der Aggregate und dadurch die 
Vergrößerung des Plasmasaums an der Gefäßwand. Die verminderten Scherkräfte 
an der Wand reduzieren die calciumabhängige Aktivierung der Tyrosinkinase c-Src 
(Okuda et al., 1999), die in die Erhöhung der eNOS mRNA Transkription und 
Verlängerung der eNOS mRNA Halbwertszeit involviert ist. Weiterhin verhindern sie 
die Aktivierung der „Downstream“-gelegenen Elemente Ras/Raf, MEK und ERK 1/2 
(Davis et al., 2001), die wiederum die Bindung einer Reihe von 
Transkriptionsfaktoren, darunter AP-1 und SP-1 (Lan et al., 1994) stimulieren.  
Die Verbindung von RBC-NOS und eNOS macht deutlich, dass eine eingeschränkte 
Funktion der RBC-NOS auch die Produktion des endothelialen NO• beeinträchtigt 
und daher nicht nur die Fließeigenschaften des Blutes verschlechtert werden, 
sondern auch die Endothelfunktion in Mitleidenschaft gezogen wird.  
 
4.4 NO•-mediierte Regulation des oxidativen Status der Zelle 
 
Die Untersuchung des oxidativen Status ermöglicht eine Aussage über die Belastung 
der Zelle mit ROS, die die Ursache für den oxidativen Stress in der Zelle darstellen, 
aber auch über den aktiven Schutz mit antioxidativ wirksamen Enzymen wie der 
SOD, GSHPx und Katalase. Die SOD katalysiert die Dismutation des Superoxid-
Anions zu Wasserstoffperoxid. Katalase und GSHPx hingegen katalysieren die 
Reduktion des Wasserstoffperoxids zu Wasser (Singal et al., 1988; Kaul et al., 1993; 
Hill et al., 1996). In Erkrankungen wie Diabetes oder β-Thalassämie (Samiec et al., 
1998) sowie kardiovaskulären Erkrankungen (Annuk et al., 2003), übersteigt die 
Produktion der ROS die Kapazitäten der zellulären antioxidativ wirksamen Enzyme. 
Dieses Phänomen wird dann als oxidativer Stress bezeichnet (Kaul et al., 1993). 
Neuere Untersuchungen indizieren, dass die ROS auch eine Rolle in der 
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Vaskulopathie – darunter Hypertonie, Atherosklerose und Restenose nach einer 
Angioplastie – spielen. Zu den in der vaskulären Physiologie und Pathophysiologie 
relevanten ROS zählen NO•, O2•⎯, H2O2 und ONOO- (Griendling und FitzGerald, 
2003). Die Untersuchung dieser ROS-Spezies in Abhängigkeit der RBC-NOS-
Aktivität zeigt, dass dieses Enzym den oxidativen Status in der Zelle maßgeblich 
beeinflusst und eine funktionell eingeschränkte Stickstoffmonoxid-Synthase bei 
Patienten mit kardiovaskulären Erkrankungen eine Erklärung für den erhöhten 
oxidativen Stress liefern könnte. Eine vermindere GSH/GSSG Ratio aufgrund 
erhöhter ROS Generierung ist bereits für Diabetes beschrieben (Samiec et al., 1998; 
Hiramsiatsu und Arimori, 1988; Lovan et al., 1986). Auch bei Patienten mit KHK 
wurde ein erniedrigter GSH-Spiegel während der myokardialen Ischämie und eine 
erhöhte GSSG Generierung in der anschließenden myokardialen Reperfusion 
(Ferrari et al., 1991) detektiert. Eine Veränderung des Glutathion-Status ist ein 
Zeichen für das Unvermögen der Zelle das Antioxidanz GSH zu Re-Synthetisieren 
und repräsentiert daher einen sensitiven Marker für einen erhöhten oxidativen Status 
in der Zelle. Die in dieser Arbeit erhobenen Daten zeigen, dass der oxidative Status 
durch die Applikation von L-Arginin oder durch die Limitierung des Substrates infolge 
der Blockierung der Aminosäure-Transporter nicht beeinflusst wird. Infolge der 
Inhibierung der RBC-NOS sinkt hingegen die GSH/GSSG Ratio signifikant ab. Dies 
kann auf eine reduzierte GSH- und erhöhte GSSG-Konzentration nach Limitierung 
der NO•-Produktion zurückgeführt werden (Abschnitt 3.5.1; Abb. 27).  
Reaktive Sauerstoffspezies entstehen im Erythrozyten z.B. durch die Autoxidation 
von oxygeniertem Hämoglobin. Dies führt zur Bildung von Superoxid-Anionen, die 
dann zu H2O2 dismutieren (Misra und Fridovich, 1972). Zusätzlich sind Erythrozyten 
durch die Zirkulation durch das Gefäßsystem einer oxidativen Schädigung 
ausgesetzt, da sie stetig durch Gewebe mit einer höheren H2O2-Konzentration, wie 
z.B. der Leber, zirkulieren. Hier liegt die H2O2-Konzentration mit 1 x 10-9 (Oshino und 
Chance, 1973) 2000-fach über der des Erythrozyten (2 x 10-10 M; Giulivi et al., 1994). 
Eine hohe erythrozytäre GSHPx und Katalase-Aktivität verhindert jedoch die 
Akkumulation des H2O2 aus dem Gewebe (Oshino und Chance, 1973; Chance et al., 
1979). In dieser Arbeit konnte erstmals eine zusätzliche ROS-Quelle identifiziert 
werden, indem ein Zusammenhang zwischen der Aktivität der RBC-NOS und der 
intraerythrozytären Generierung von O2•⎯ und einer erhöhten H2O2-Konzentration 
gezeigt wurde. Die L-NIO-vermittelte Inhibierung der RBC-NOS führte konkludent zur 
Bildung von O2•⎯ (Abschnitt 3.5.2; Abb. 28) und H2O2 (Abschnitt 3.5.3; Abb. 29). Dies 
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kann auf eine Entkopplung des Enzyms zurückgeführt werden. Diese Aussage wird 
durch experimentelle in vitro Studien unterstützt. In diesen Studien konnte eine 
Erhöhung der O2•⎯ auf die Inhibierung der eNOS durch N -nitro-L-Arginine (G L-NNA) 
und eine dadurch verursachte Entkopplung des Enzyms zurückgeführt werden (Hink 
et al., 2001). In vivo wird eine Entkopplung durch die ONOO⎯ vermittelte Oxidation 
des aktiven BH4 zu Kofaktor inaktivem Dihydrobiopterin bewirkt (Milstien und 
Katusic, 1999; Bech-Laursen et al., 2001). Auch eine partielle Entkopplung wird 
diskutiert (Cai und Harrison, 2000). Demnach produziert das Enzym sowohl O2•⎯ als 
auch NO•, wodurch das Enzym einen ONOO⎯ Generator darstellt und so den 
oxidativen Stress dramatisch erhöht und eine endotheliale Dysfunktion begünstigt.  
 
4.5 Mechanismus der NO•-vermittelten Protektion der rheologischen 
Parameter gegen oxidativen Stress  
 
In der Literatur gibt es Anhaltspunkte, dass eine oxidative Schädigung zu 
funktionellen Veränderungen der membranären und plasmatischen Zell-Strukturen 
führt. So sinkt die Membranfluidität als Folge auf eine Erhöhung der intrazellulären 
O2•⎯-Konzentration (Wantanabe et al., 1990). Zudem ist erwiesen, dass ROS 
Quervernetzungen der Memabranproteine untereinander bzw. der Membranproteine 
mit Hämoglobin initiieren (Girotti et al., 1986; Synder et al., 1985). Funktionale 
Aspekte der Schädigung durch ROS beinhalten eine veränderte Kationen-
Permeabilität (Van der Zee et al., 1985) und eine verschlechterte Erythrozyten-
Rheologie (Snyder et al., 1985; Kuypers et al., 1990; Hirayama et al., 1986). Die 
Untersuchungen dieser Arbeit können, entgegen der Literatur, (Watanabe et al., 
1990; Hebbel et al., 1990) keine Auswirkungen der ROS auf die Zellmorphologie 
belegen. Die Daten verdeutlichen jedoch, dass oxidativer Stress nicht nur die 
Rheologie negativ beeinflusst, sondern vielmehr, dass durch die Entkopplung der 
RBC-NOS die Konzentration der ROS erhöht und der Gehalt an bioverfügbarem, 
antioxidativ wirksamen NO• limitiert wird. Ein NO•-Mangel führt daher in Kombination 
mit einer erhöhten ROS-Konzentration zu nahezu vollständiger Starrheit der 
Erythrozyten (3.6.1.4; Abb. 35). Ein Einfluss auf die Aggregation kann in diesem Fall 
nicht verzeichnet werden (3.6.2.4; Abb. 39). Daraus ergibt sich die Erkenntnis, dass 
durch die RBC-NOS generiertes NO• einen größeren Einfluss auf die Verformbarkeit 
als auf die Aggregation ausübt. Möglich wäre auch, dass die Verformbarkeit 
gegenüber der Aggregation anfälliger für ROS ist. Dennoch kann gefolgert werden, 
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dass RBC-NOS generiertes NO• nicht nur für die Physiologie des Erythrozyten von 
essentieller Bedeutung ist, sondern eine bedeutende Schutzfunktion als Antioxidanz 
während Phasen mit erhöhten oxidativem Stress darstellt.  
 
4.6 Eingeschränkte erythrozytäre NO•-Produktion und 
verschlechterte hämorheologische Parameter bei Patienten mit 
kardiovaskulären Erkrankungen aufgrund einer entkoppelten RBC-
NOS 
 
4.6.1 Erythrozytäre NO•-Produktion 
 
Nitrit und Nitrat stellen die Oxidationsprodukte von NO• dar und Arbeiten belegen, 
dass die plasmatische Nitritkonzentration Veränderungen der eNOS-Aktivität 
widerspiegelt (Lauer et al., 2001; Kelm et al., 1999). Studien belegen, dass die 
plasmatische Nitritkonzentration bei Probanden mit einer zunehmenden Anzahl 
kardiovaskulärer Risikofaktoren (KRF) progressiv abnimmt (Kleinbongard et al., 
2006a). Auch bei Patienten mit einer endothelialen Dysfunktion (Kleinbongard et al., 
2006a) ist der Plasma-Nitritspiegel, im Vergleich zu gesunden Kontrollprobanden, 
erniedrigt. Diese Reduktion im Plasma-Nitritspiegel wurde einer verminderten 
Verfügbarkeit des endothelial produzierten NO• als Resultat reduzierter NO•-
Produktion oder eines vermehrten NO•-Abbaus (Heitzer et al., 2001) zugeschrieben. 
Eine der eNOS ähnliche Isoform konnte in Erythrozyten lokalisiert (Jubelin und 
Gierman, 1996; Chen und Mehta, 1998) und dessen Aktivität nachgewiesen werden 
(Kleinbongard et al., 2006b). Dennoch existieren bis dato keine Studien, in denen die 
Nitritkonzentration im Erythrozyten, und so indirekt die erythrozytäre NO•-Synthese, 
bei Probanden mit KRF sowie kardiovaskulären Erkrankungen evaluiert wurde. Die 
Nitritkonzentration im Erythrozyten wurde bislang lediglich bei jungen gesunden 
Probanden mit 288+47nM ermittelt (Dejam et al., 2005). Die Daten in dieser Arbeit 
sind die ersten, die den basalen erythrozytären Nitritspiegel in Probanden mit einem 
kardiovaskulären Risikoprofil sowie Patienten mit kardiovaskulären Erkrankungen 
aufzeigen (Kapitel 3.1.1; Abb. 13). Da, wie in Abschnitt 3.3 gezeigt, die erythrozytäre 
Nitritkonzentration ein Marker für die erythrozytäre NO•-Synthese ist, zeigen diese 
Daten, dass die erythrozytäre NO•-Produktion mit einer ansteigenden Anzahl der 
KRF progressiv abnimmt. Diese Abnahme potenziert sich bei Patienten mit 
kardiovaskulären Erkrankungen. Studien belegen einen eingeschränkten L-
Arginin/NOS Stoffwechselweg in Patienten mit einer Koronaren Herzkrankheit 
 95
4. DISKUSSION 
(Tousoulis et al., 2002). Bei Hypertonikern wurde ein Zusammenhang zwischen dem 
erhöhten Blutdruck und einem verminderten L-Arginin Transport und konkludent mit 
einer limitierten NO•-Synthese im Blut aufgrund einer verminderten Aktivität des y+L 
Systems in Erythrozyten hergestellt (Moss et al., 2004). Auch eine reduzierte 
Expression der eNOS mRNA sowie reduzierte Proteinexpression und NO•-
Freisetzung sind für Krankheitsbilder wie Diabetes Mellitus Typ II und Atherosklerose 
beschrieben (Srinivasan et al., 2004; Oemar et al., 1998). Als Grund wird aufgeführt, 
dass die eNOS Expression und Aktivität durch eine Glukose-mediierte mitochondriale 
Produktion von ROS und der Aktivierung des oxidativen Stress Transkriptionsfaktors 
„Aktivator-Protein“-1 reguliert wird (Srinivasan et al., 2004). Die Ergebnisse der 
vorzitierten Arbeit können insofern ergänzt werden, als dass auf mRNA Ebene 
ausgeschlossen werden kann, dass die verminderte NO•-Produktion auf eine 
veränderte Expression der RBC-NOS zurückzuführen ist (Kapitel 3.2.2). Warum die 
RBC-NOS Expression in kardiovaskulären Erkrankungen gleich bleibt, ist 
möglicherweise durch eine veränderte Regulierung erklärbar, denn die Erythrozyten 
besitzen keine Zellorganellen und damit auch keine Mitochondrien, die zur ROS-
Produktion beitragen. Vielmehr lassen die unter 3.3.3 erhobenen Daten darauf 
schließen, dass die verminderte NO•-Produktion dieser Probandenkohorten auf eine 
Beeinträchtigung der RBC-NOS-Aktivität zurückzuführen ist. Die eingeschränkte 
Funktion des Enzyms lässt auf eine Entkopplung desselben deuten. Bei Patienten 
mit Diabetes Mellitus Typ II wurde eine Entkopplung der eNOS bereits beschrieben 
(Hink et al., 2001). Als Ursache wurde herangeführt, dass oxidiertes LDL zu einer 
Reduktion der L-Arginin-Aufnahme und zu einer lokalen Verarmung des L-Arginin 
führt (Vergnani et al., 2000). Diese Mechanismen können auch auf den Erythrozyten 
angewandt werden und die in dieser Arbeit präsentierte Darstellung untermauern, 
dass eine entkoppelte RBC-NOS durch die Bildung von O2•⎯ und H2O2 den ROS 
Gehalt der Zelle erhöht und gleichzeitig zu einem NO•-Mangel führt, der vor allem wie 
nachfolgend geschildert, die Verformbarkeit verschlechtert. 
 
4.6.2 Erythrozytäre Rheologie 
 
Erythrozyten besitzen einzigartige, die Blutzirkulation modulierende Eigenschaften 
wie Aggregabilität oder Verformbarkeit. Diese Fähigkeiten spielen eine wesentliche 
Rolle in der Hämodynamik. Eine uneingeschränkte Funktion der Erythrozyten ist 
daher essentiell für einen adäquaten Blutfluss sowie für die Gewebeperfusion in 
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großen und kleinen Blutgefäßen. Abweichungen der erythrozytären 
Flusseigenschaften werden mit einer Reihe von Krankheiten assoziiert (Yedgar et al., 
2002). Eine erhöhte erythrozytäre Aggregation kann zu einer Beeinträchtigung des 
Blutflusses und folglich zum Gefäßverschluss führen. Dies ist bereits für Patienten 
mit Nikotinabusus (Boss et al. 1973), kardiovaskulären Erkrankungen, Diabetes 
Mellitus Typ II und Hyperlipidämie beschrieben (Shiga et al., 1990). Eine verminderte 
Verformbarkeit, die meist das Resultat verminderter Spektrin-Phosphorylierung, 
struktureller Veränderungen des erythrozytären Spektrin-Tetramers (Bryszewska et 
al., 1996) oder der intrazellulären Viskosität ist, führt zu einer Behinderung des 
Blutflusses, besonders in Gebieten mit geringerer Geschwindigkeit, und zum 
Verschluss der Mikro-Gefäße (Kapillaren) (Mohandas et al., 1993; Yedgar et al., 
2002). Beeinträchtigungen der erythrozytären Verformbarkeit werden im 
Zusammenhang mit Mikrozirkulationsstörungen wie sie u.a. bei Diabetikern 
(Mohandes et al., 1993, Tsukada et al., 2001) und bei Patienten nach einem akuten 
Myokardinfarkt beschrieben wurden (Ernst et al., 1990; Mohandas et al., 1993), 
diskutiert. Es existieren jedoch keine Studien, die diese beiden Parameter progressiv 
mit der Zunahme der KRF erfassen. Die Untersuchungen dieser Arbeit zeigen, dass 
die erythrozytäre Verformbarkeit lediglich bei Patienten mit kardiovaskulären 
Erkrankungen signifikant vermindert ist. Bei Probanden mit kardiovaskulärem 
Risikoprofil konnte kein Zusammenhang zwischen einer verminderten Verformbarkeit 
und dem Auftreten der Risikofaktoren detektiert werden (Abschnitt 3.1.2.1; Abb. 14). 
Kardiovaskuläre Risikofaktoren als auch kardiovaskuläre Erkrankungen wirken sich 
hingegen negativ auf die erythrozytäre Aggregation aus. Diese ist in den 
untersuchten Probandenkohorten beschleunigt (Abschnitt 3.1.2.2; Abb. 15). Eine 
erhöhte Disaggregations-Scherrate, was auf eine stärkere Adhäsion der Erythrozyten 
zueinander schließen lässt, wurde nur bei Patienten mit KHK und DM beobachtet. 
Die hier dargestellten Resultate zeigen, dass bei Patienten mit kardiovaskulären 
Erkrankungen ein Zusammenhang zwischen der erythrozytären NO•-Produktion und 
den hämorheologischen Parametern besteht. Die eingeschränkte NO•-Produktion 
und die nachweisliche Erhöhung der ROS, wie sie für Krankheiten mit endothelialer 
Dysfunktion (Cai und Harrison, 2000), darunter  Diabetes Mellitus Typ II (Giugliano et 
al., 1996) und der Koronaren Herzkrankheit (Oelze et al., 2000) beschrieben wurde, 
ist nicht nur auf die Entkopplung der eNOS, sondern auch auf die Entkopplung der 
RBC-NOS und auf das Fehlen des NO• als Antioxidanz zurückzuführen.  
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Zusammenfassend deutet dies darauf hin, dass eine verminderte NO•-Produktion in 
Krankheitsbildern die mit einer endothelialen Dysfunktion assoziiert sind, nicht 
ausschließlich auf eine unzureichende Funktion der eNOS zurückzuführen ist. 
Vielmehr wechselt die RBC-NOS, durch die Entkopplung, in diesen 
pathophysiologischen Situationen vom NO•- zum ROS-Produzenten und 
verschlechtert somit nicht nur die rheologischen Parameter des Erythrozyten. 
Vielmehr reduziert die erhöhte Aggregation den Scher-Stress und weiter die eNOS 
Expression in den Endothelzellen. Dadurch ist die Funktionalität der eNOS 
beeinträchtigt und der vaskuläre Tonus sowie der Blutfluss in den Mikrogefäßen und 
die Gewebeperfusion verschlechtert. 
Insgesamt zeigen die Ergebnisse eine wichtige Funktion der RBC-NOS als 
intrinsischen NO•-Produzenten, der durch die Formation von NO• die Funktionalität 
und zelluläre Vitalität nicht nur unter Normalbedingungen sondern auch während 
Phasen mit erhöhtem oxidativen Stress reguliert.  
5. ZUSAMMENFASSUNG 
5. ZUSAMMENFASSUNG 
 
Entgegen bisheriger Annahme ist die RBC-NOS kein inaktives Enzym, sondern 
produziert NO• durch die Konversion von L-Arginin zu L-Citrullin welches an der 
Regulation der Thrombozytenaggregation beteiligt ist. Die RBC-NOS stellt somit eine 
intrazelluläre NO•-Quelle dar, deren volle Bedeutung bislang noch nicht geklärt ist. 
Durch eine klinische Vergleichsstudie, in der gesunde Probanden gegen Probanden 
mit einem kardiovaskulären Risikoprofil und Patienten mit kardiovaskulären 
Erkrankungen (KHK und DM Typ II) untersucht wurden, konnte in dieser Arbeit 
gezeigt werden, dass kardiovaskuläre Krankheitsbilder mit einer limitierten 
erythrozytären NO•-Produktion und verschlechterter Hämorheologie assoziiert sind. 
Basierend auf diesen Erkenntnissen konnte nachfolgend gezeigt werden, dass von 
der RBC-NOS gebildetes NO• eine zentrale Rolle bei der Regulation von Aggregation 
und Verformbarkeit der Erythrozyten spielt sowie einen effektiven Schutz gegen die 
schädigende Wirkung von reaktiven Sauerstoffspezies darstellt. Ein Mangel an 
intraerythrozytärem NO• durch Inhibierung der RBC-NOS führt konkludent nicht nur 
zu einer verminderten Verformbarkeit und gesteigerter Aggregabilität. Vielmehr 
induziert eine Inhibierung eine Entkopplung des Enzyms und fördert so die Bildung 
reaktiver Sauerstoffspezies. Eine limitierte NO•-Produktion in Kombination mit 
extrazellulär oder intrazellulär erhöhtem oxidativen Stress verstärkt diese negativen 
Auswirkungen auf die Hämorheologie und führt zu nahezu völliger Rigidität und 
schnellerer Ausbildung von Erythrozyten-Aggregaten.  
Für Patienten mit kardiovaskulären Erkrankungen kann auf mRNA Ebene eine 
verminderte RBC-NOS Expression ausgeschlossen werden. Stattdessen sind die 
limitierte NO•-Synthese und die verschlechterten rheologischen Parameter 
nachgewiesenermaßen das Ergebnis einer beeinträchtigen RBC-NOS-Aktivität. Der 
erhöhte Gehalt an LDL und Triglyceriden lässt mit den zuvor beschriebenen 
Ergebnissen auf eine Entkopplung der RBC-NOS in Patienten mit kardiovaskulären 
Erkrankungen schließen.  
Die vorliegende Arbeit liefert somit wichtige Erkenntnisse zur Funktion von RBC-NOS 
synthetisiertem NO•, das über die Modulation der rheologischen Parameter 
hinausgehend, von essentieller Bedeutung in pathophysiologischen Situationen ist. 
Diese Ergebnisse könnten daher zur Entwicklung frühdiagnostischer und 
therapeutischer Ansätze dienen, die durch eine substratunabhängige Steigerung der 
RBC-NOS Aktivität zur Verringerung der Mikrozirkulationsstörung bei Patienten mit 
Typ II Diabetes, einer Koronaren Herzkrankheit und Arteriosklerose beitragen.  
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5. CONCLUSION 
 
The RBC-NOS is against general belief not only an inactive enzyme but produces 
NO• through the conversion of L-arginine to L-citrulline which is involved in the 
regulation of platelet aggregation. The RBC-NOS therefore represents an intracellular 
source for NO• whose importance is not completely understood by now.  
A comparative clinical trial, comparing young healthy volunteers with subjects 
showing a cardiovascular risk profile and patients with cardiovascular disease 
(coronary artery disease and type II diabetes), revealed that cardiovascular disease 
is associated with limited NO•-production and deteriorated rheologic properties in red 
blood cells. Based on these findings this work showed that RBC-NOS generated NO• 
plays a pivotal role in the regulation of red blood cell aggregation and deformability. It 
also represents an effective defence mechanism against the damaging impact of 
reactive oxygen species. NO• deficiency within red blood cells through inhibition of 
RBC-NOS in conclusion leads to decreased deformability and increased aggregation. 
Moreover, the inhibition induces the uncoupling of the enzyme and enhances the 
generation of reactive oxygen species. Limited NO• production in combination with 
extracellular and intracellular enhanced oxidative stress amplifies the negative 
influence on the hemorheologic properties leading to almost complete rigidity and 
quicker formation of red blood cell aggregates.  
Patients with cardiovascular disease do not show reduced RBC-NOS mRNA gene 
expression levels. A limited NO•-synthesis and impaired rheologic properties are 
instead caused by a declined RBC-NOS activity. Elevated LDL and triglyceride 
concentrations in combination with the presented results lead to the conclusion that 
the RBC-NOS is uncoupled in patients with cardiovascular disease. 
The present work provides important insights into the function of red blood cell 
derived NO• which is more than a regulator of hemorheology but is of essential 
importance when it comes to pathophysiological conditions. These results may help 
to develop approaches for early diagnosis and therapy to improve the circulatory 
properties of red blood cells in patients with type II diabetes, coronary artery disease 
and atherosclerosis through a substrate independent increase of RBC-NOS activity. 
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Tabelle 2: Errechnete Elongationsindices der untersuchten Probandengruppen. Die 
Markierungen hinter den Daten geben die Signifikanz zum entsprechenden Wert der untersuchten 
Gruppe ohne kardiovaskuläre Risikofaktoren (KRF 0) an. 
 
Gruppe KRF 0 KRF 1 KRF 2 KRF 3 KHK DM 
Scherrate 
(Pa) 
      
0,300 0,0675 + 0,003 
0,0619 + 
0,003 
0,0606 + 
0,004 
0,0620 + 
0,003 
0,0572 + 
0,003 * 
0,0526 + 
0,005 ** 
0,470 0,1028 + 0,005 
0,0963 + 
0,003 
0,0958 + 
0,004 
0,0965 + 
0,005 
0,0982 + 
0,003* 
0,0904 + 
0,006 * 
0,720 0,1692 + 0,006 
0,1616 + 
0,005 
0,1607 +  
0,007 
0,1534 + 
0,003 
0,1523 + 
0,004 * 
0,1501 + 
0,01 * 
1,120 0,2408 + 0,006 
0,2369 + 
0,008 
0,2379 + 
0,009 
0,2195 + 
0,002 
0,2177 + 
0,006 * 
0,2246 + 
0,009* 
1,730 0,3145 + 0,006 
0,3273 + 
0,007 
0,3056 + 
0,009 
0,3002 + 
0,005 * 
0,2970 + 
0,007 * 
0,2984 + 
0,008* 
2,680 0,3979 + 0,005 
0,3816 + 
0,007 
0,3819 +  
0,016 
0,3803 + 
0,005 * 
0,3783 + 
0,009 * 
0,3749 + 
0,009 * 
4,160 0,4677 + 0,004 
0,4646 + 
0,005 
0,4439 + 
0,16 * 
0,4583 + 
0,004 
0,4532 + 
0,009 
0,4483 + 
0,008 * 
6,450 0,5208 + 0,003 
0,5121 + 
0,003 
0,4996 + 
0,014 * 
0,5120 + 
0,005 
0,5102 + 
0,008* 
0,5074 + 
0,007 * 
10,000 0,5607 + 0,003 
0,5529 + 
0,005 
0,5486 + 
0,007 
0,5462 + 
0,005 * 
0,5478 + 
0,007* 
0,5437 + 
0,006 ** 
 
 
Tabelle 3: Errechnete Elongationsindices in Abhängigkeit der RBC-NOS Aktivität und der 
Substratverfügbarkeit. Die Markierungen hinter den Daten geben die Signifikanz zum 
entsprechenden PBS-Wert an. 
 
Gruppe PBS L-Arginin L-NIO  Aminosäuren 
Scherrate 
(Pa) 
    
0,300 0,0675 + 0,003 0,0624 + 0,005 0,0583 + 0,003* 0,0642 + 0,003 
0,470 0,1028 + 0,005 0,106 + 0,006 0,0873 + 0,005* 0,0853 + 0,001 
0,720 0,1692 + 0,006 0,1719 + 0,006 0,1453 +  0,006** 0,1526 + 0,002 
1,120 0,2408 + 0,006 0,2525 + 0,004 0,2148 + 0,006** 0,2280 + 0,004 
1,730 0,3145 + 0,006 0,3273 + 0,004 0,2914 + 0,006** 0,3012 + 0,003 
2,680 0,3979 + 0,005 0,4098 + 0,004 0,3714 +  0,006** 0,3851 + 0,004 
4,160 0,4677 + 0,004 0,4757 + 0,003 0,4501 + 0,006 ** 0,4642 + 0,002 
6,450 0,5208 + 0,003 0,5218 + 0,004 0,5107 + 0,004  0,5159 + 0,003 
10,000 0,5607 + 0,003 0,5596 + 0,004 0,5503 + 0,004* 0,5608 + 0,002 
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Tabelle 4: Errechnete Elongationsindices nach intrazellulärer Generierung von Superoxid-
Anionen mit PMS. Die Markierungen hinter den Daten geben die Signifikanz zum entsprechenden 
PBS-Wert an. 
 
Gruppe PBS PMS (25µM) PMS (50µM) PMS (100µM) 
Scherrate 
(Pa) 
    
0,300 0,0675 + 0,003 0,0675 + 0,003 0,0507 + 0,008* 0,0367 + 0,003*** 
0,470 0,1028 + 0,005 0,0638 + 0,007** 0,0515 + 0,006*** 0,0635 + 0,003** 
0,720 0,1692 + 0,006 0,130 + 0,007** 0,1092 + 0,005*** 0,0863 + 0,007*** 
1,120 0,2408 + 0,006 0,190 + 0,006*** 0,1782 + 0,005*** 0,1520 + 0,007*** 
1,730 0,3145 + 0,006 0,2708 + 0,005** 0,2553 + 0,007*** 0,2232 + 0,004*** 
2,680 0,3979 + 0,005 0,3595 + 0,005** 0,3443 + 0,008*** 0,3145 + 0,004*** 
4,160 0,4677 + 0,004 0,442 + 0,004** 0,4283+ 0,007*** 0,3993 + 0,004*** 
6,450 0,5208 + 0,003 0,5048 + 0,003* 0,4963 + 0,003** 0,4552 + 0,011*** 
10,000 0,5607 + 0,003 0,5523 + 0,003 0,5475 + 0,005* 0,5127 + 0,003*** 
 
Tabelle 5: Errechnete Elongationsindices nach paralleler Applikation von Trolox und PMS. Die 
Markierungen hinter den Daten geben die Signifikanz zum entsprechenden PBS-Wert an. 
 
Gruppe PBS 
PMS (25µM) + 
Trolox (100µM) 
PMS (50µM) + 
Trolox (100µM) 
PMS (100µM) + 
Trolox (100µM) 
Scherrate 
(Pa) 
    
0,300 0,0675 + 0,003 0,0648 + 0,005 0,0635 + 0,005 0,0647 + 0,003 
0,470 0,1028 + 0,005 0,099 + 0,005 0,1041 + 0,005 0,0977 + 0,007 
0,720 0,1692 + 0,006 0,1594 + 0,003 0,1553 + 0,005 0,159 + 0,003 
1,120 0,2408 + 0,006 0,2472 + 0,008 0,2283 + 0,005 0,2322 + 0,002 
1,730 0,3145 + 0,006 0,3212 + 0,005 0,304 + 0,007 0,3178 + 0,003 
2,680 0,3979 + 0,005 0,3904 + 0,004 0,3893 + 0,009 0,3912 + 0,004 
4,160 0,4677 + 0,004 0,4644 + 0,003 0,4688+ 0,007 0,465 + 0,004 
6,450 0,5208 + 0,003 0,5179 + 0,006 0,5153 + 0,002 0,5168 + 0,013 
10,000 0,5607 + 0,003 0,5594 + 0,005 0,5575 + 0,004 0,5568 + 0,003 
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Tabelle 6: Errechnete Elongationsindices nach H2O2-Applikation und paralleler Applikation von 
H2O2 und Trolox. Die Markierungen hinter den Daten geben die Signifikanz zum entsprechenden 
PBS-Wert an. 
 
Gruppe PBS 
H2O2  
(500µM) 
H2O2 
(500µM) + 
Trolox 
(100µM) 
H2O2  
(1mM) 
H2O2 (1mM) 
+ Trolox 
(100µM) 
Scherrate 
(Pa) 
     
0,300 0,0675 + 0,003 0,062 + 0,003 
0,0664 + 
0,004 0,0372 + 0,001*** 
0,0656 + 
0,006 
0,470 0,1028 + 0,005 0,686 + 0,005** 
0,994 + 
0,008 0,0458 + 0,008*** 
0,1078 + 
0,003 
0,720 0,1692 + 0,006 0,115 + 0,007*** 
0,1612 + 
0,007 0,098 + 0,002*** 
0,1652 + 
0,003 
1,120 0,2408 + 0,006 0,1858 + 0,007** 
0,2306 + 
0,006 0,1658 + 0,004*** 
0,2388 + 
0,003 
1,730 0,3145 + 0,006 0,2652 + 0,006** 
0,3064 + 
0,006 0,247 + 0,004*** 
0,3153 + 
0,005 
2,680 0,3979 + 0,005 0,3526 + 0,005** 
0,3924 + 
0,005 0,332 + 0,004*** 
0,3974 + 
0,005 
4,160 0,4677 + 0,004 0,4334 + 0,004** 
0,4626+ 
0,003 0,4138 + 0,004*** 
0,4668 + 
0,004 
6,450 0,5208 + 0,003 0,4958 + 0,003** 
0,5178 + 
0,002 0,4748 + 0,013*** 
0,5182 + 
0,013 
10,000 0,5607 + 0,003 0,5428 + 0,003* 
0,5564 + 
0,002 0,5216 + 0,001*** 
0,5586 + 
0,004 
 
Tabelle 7: Errechnete Elongationsindices nach simultaner Gabe von Trolox und L-NIO. Die 
Markierungen hinter den Daten geben die Signifikanz zum entsprechenden PBS-Wert an.  
 
Gruppe PBS 
PBS + Trolox 
(100µM) 
L-NIO (10µM)  
L-NIO (10µM) + 
Trolox (100µM) 
Scherrate (Pa)     
0,300 0,0675 + 0,003 0,0658 + 0,001 0,0583 + 0,003* 0,0645 + 0,003 
0,470 0,1028 + 0,005 0,0935 + 0,001 0,0873 + 0,005* 0,0993 + 0,004 
0,720 0,1692 + 0,006 0,1675 + 0,002 0,1453 +  0,006** 0,1632 + 0,003 
1,120 0,2408 + 0,006 0,2413 + 0,009 0,2148 + 0,006** 0,234 + 0,003 
1,730 0,3145 + 0,006 0,3105 + 0,008 0,2914 + 0,006** 0,3118 + 0,004 
2,680 0,3979 + 0,005 0,3935 + 0,003 0,3714 +  0,006** 0,4077 + 0,006 
4,160 0,4677 + 0,004 0,464 + 0,004 0,4501 + 0,006 ** 0,4673 + 0,006 
6,450 0,5208 + 0,003 0,5265 + 0,006 0,5107 + 0,004  0,5215 + 0,003 
10,000 0,5607 + 0,003 0,5648 + 0,004 0,5503 + 0,004* 0,5575 + 0,002 
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Tabelle 8: Errechnete Elongationsindices nach Inhibierung erythrozytärer NO•-Produktion und nachfolgender Induktion von Superoxid-Anionen sowie 
H2O2. Die Markierungen hinter den Daten geben die Signifikanz zum entsprechenden PBS-Wert an. 
 
Gruppe PBS L-NIO (10µM)  PMS (100µM) 
L-NIO (10µM) Vorinkubation 
+ PMS (100µM) 
H2O2 (1mM) 
L-NIO (10µM) Vorinkubation 
+ H2O2 (1mM) 
Scherrate 
(Pa) 
     
 
0,300 0,0675 + 0,003 0,0583 + 0,003* 0,0367 + 0,003*** 0,049 + 0,004*** 0,0372 + 0,001*** 0,04 + 0,004*** 
0,470 0,1028 + 0,005 0,0873 + 0,005* 0,0635 + 0,003** 0,049 + 0,002*** 0,0458 + 0,008*** 0,069 + 0,002*** 
0,720 0,1692 + 0,006 0,1453 +  0,006** 0,0863 + 0,007*** 0,071 + 0,004*** 0,098 + 0,002*** 0,098 + 0,002*** 
1,120 0,2408 + 0,006 0,2148 + 0,006** 0,1520 + 0,007*** 0,105 + 0,002*** 0,1658 + 0,004*** 0,125 + 0,001*** 
1,730 0,3145 + 0,006 0,2914 + 0,006** 0,2232 + 0,004*** 0,122 + 0,003*** 0,247 + 0,004*** 0,142 + 0,002*** 
2,680 0,3979 + 0,005 0,3714 +  0,006** 0,3145 + 0,004*** 0,15 + 0,005*** 0,332 + 0,004*** 0,17 + 0,005*** 
4,160 0,4677 + 0,004 0,4501 + 0,006 ** 0,3993 + 0,004*** 0,178 + 0,008*** 0,4138 + 0,004*** 0,20 + 0,006*** 
6,450 0,5208 + 0,003 0,5107 + 0,004  0,4552 + 0,011*** 0,202 + 0,001*** 0,4748 + 0,013*** 0,222 + 0,002*** 
10,000 0,5607 + 0,003 0,5503 + 0,004* 0,5127 + 0,003*** 0,235 + 0,006*** 0,5216 + 0,001*** 0,256 + 0,006*** 
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